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Einleitung. 


Unter den bis vor kurzem beschriebenen Invertinpriipa- 
raten, die in einer kritischen Ubersicht von H. v. Euler und 
O. Svanberg?) und in einer kurzen Hinleitung von R. Will- 
staitter und EF. Racke?*) besprochen wurden, sind am ge- 
nauesten untersucht diejenigen von Kuler und Svanberg, 
die durch fraktionierte Autolyse der Hefe, Fallung des Auto- 
lysensaftes durch Alkohol und fraktioniertes Umfillen mit 
Alkohol gewonnen waren. 

Der Zeitwert des besten von diesen Priiparaten, die den 
wichtigen Angaben iiber Molekulargewicht, Gehalt an Kohle- 
hydraten, Stickstoff und Phosphor und iiber Vergiftungs- 
erscheinungen zugrunde lagen, betrigt 3,6; da indessen die 
Rohrzuckerspaltung bei 18°, statt unter den Bedingungen der 
Zeitwertdefinition von O’Sullivan und Tompson _ und 
v. Euler 15,5°, gemessen wurde, ergibt die Umrechnung dafiir 
den Zeitwert 4,5. Das Invertin von Euler und Svanberg 
enthilt Hefegummi, so daB es bei der Hydrolyse mit ver- 
diinnter Schwefelsiure gegen 90°/, Monose und dariiber liefert. 





1) Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919), und zwar S. 303. 
*) Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21), und zwar S, 94, 
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Noch etwas héher scheint die enzymatische Konzentration 
gewesen zu sein, die C. S. Hudsons?) Invertinlésungen erreicht 
haben. Sie werden aus Hefesiften der raschen Autolyse nur 
durch Ausfallen der Eiweifstoffe mit Bleiacetat und Dialyse 
gewonnen. Die ungefaihren Angaben erlauben die Berechnung 
eines Zeitwertes von 3 oder eher von 3,5 fiir die Hudson- 
schen Lésungen. 


Die Isolierung des Invertins durch Adsorptionsmethoden, 
und zwar unter Anwendung von Aluminiumhydroxyd und 
Kaolin durch aufeinanderfolgende Adsorption und Elution 
fihrte in der 1. Abhandlung von Willstatter und Racke 
zu Priparaten von hodherem Reinheitsgrad. Sie enthielten 
weder eine Beimischung von Kohlehydrat, noch gebundenen 
Zucker. In festem Zustand dargestellt, besaBen sie beim 
Wiederauflésen Zeitwerte von 0,67 bis 0,86, Invertinlésungen 
erreichten den Zeitwert 0,55 bis 0,50. Die in der 2. Abhand- 
lung von Willstatter und Racke aus reineren Autolysaten, 
nimlich durch fraktionierten enzymatischen Abbau der Hefe, 
gewonnenen Priparate boten keinen Fortschritt in bezug auf 
den enzymatischen Reinheitsgrad. Etwas reiner als die 
friheren waren sie aber insofern, als sie nicht die mindeste 
Reaktion von Eiwei8 und seinen Abbauprodukten zeigten. 


Wahrend Willstitter und Racke nur wenige analytische 
Daten zur Kennzeichnung der erreichten Reinheitsstufe an- 
fihrten, veréffentlichten vor kurzem H. v. Euler und O. Svan- 
berg”) Angaben iiber den Phosphorgehalt gereinigter Saccha- 
raselésungen. Sie fiihrten denselben im Zusammenhang mit 
ihren Beobachtungen iiber die Vergiftung des Enzyms auf 
Nucleinsiuregruppen im Molekiil der Saccharase zuriick. Der 
Phosphorgehalt erwies sich namlich in zwei Beispielen beinahe 
proportional dem Invertierungsvermégen. In Priparaten von 
den Zeitwerten 6,7 und 9,3 fanden sie 0,16 bis 0,19°/, Phos- 





1) Journ. Am, Chem. Soe. Bd. 36, S. 1566 (1914); siehe auch 
C. S. Hudson, Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 30, 1564 (1908) und C.S. Hud- 
son u. H.S. Paine, Journ. Am. Chem. Soe. Bd. 82, S. 774 (1910). 

2) Diese Zs. Bd. 112, S, 282 (1921). 
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phor, was, auf hefegummifreies Invertin umgerechnet, minde- 
stens etwa 1,0 bis 1,2°/, entsprechen diirfte. 

Unsere Untersuchung verwertet zur Isolierung des Inver- 
tins seine Fallung durch Bleiacetat. Wihrend man bisher 
mit diesem Reagens die Invertinlésungen aus Hefe von Fremd- 
stoffen befreit hat, beobachteten wir, daB das Invertin aus den 
Autolysaten nach ihrem Altern vollstindig durch Bleiacetat 
niedergeschlagen wird. Die Wiederholung der Adsorption von 
Invertin durch die Bleiacetatfallung, am besten mit der Reini- 
gung durch Aluminiumhydroxyd kombiniert, fiihrt zu Invertin- 
lésungen vom Zeitwert 0,35 bis 0,2. Wahrend die Steigerung 
des Reinheitsgrades bis zur Elution aus der zweiten Blei- 
fillung Erfolg hatte, vermochten viele weitere Anwendungen 
der Adsorptionsmethoden, Fraktionierungen mit Bleiacetat oder 
Bleiessig und wiederholte Uberfiihrung in Tonerdeadsorbat die 
Enzymkonzentration nur noch wenig zu erhéhen entsprechend 
einer Verbesserung des Zeitwertes bis 0,20, dem giinstigsten 
bisher beobachteten Reinheitsgrad. Die Leistungsfaihigkeit 
unserer Methoden scheint hier aus zwei Griinden ihre Grenze 
zu erreichen. Ungefihr vom Zeitwert 0,3 an ist die Bestin- 
digkeit des Invertins vermindert, unregelmiBig, unzuverliissig, 
und die Aufgabe, Stabilisatoren fiir das Enzym zu finden, ist 
zwar in Angriff genommen, aber noch nicht geniigend ge- 
fordert. Ferner machen sich bei diesem Reinheitsgrad schon 
die Beimischungen, die infolge der Unvollkommenheit unserer 
Apparate und Reagentien in die Loésungen hineingetragen 
werden, so stérend geltend, daB sie die durch vervollkommnete 
Anwendung der Adsorptionsmethoden erzielten Fortschritte 
kompensieren. Hauptsichlich diirften die Mangel der Dialy- 
satoren unseren Praparaten geschadet haben. Kiinftige Fort- 
schritte werden von der Verfeinerung der Arbeitsmittel ab- 
hiingen. 

In der vorliegenden Untersuchung war nicht so sehr die 
Steigerung der Enzymkonzentration tiber den Zeitwert von 
etwa 1/, Minute hinaus angestrebt, als vielmehr die Fraktionie- 
rung nach dem Phosphorgehalt mit Hilfe von Bleiacetat. Die 
reineren Invertinlésungen, z. B, vom Zeitwert 0,35, wurden von 
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Bleiacetat nur noch teilweise gefaillt. Der Phosphor geht zum 
groBen Teil in die Fiallung, die Restlésung enthalt das In- 
vertin sehr phosphorarm. Auferdem gelingt es, mit geeig- 
neten Eluentien das Invertin aus der Fillung wieder frei zu 
machen, ohne daB es mehr wie einen kleinen Teil des Phos- 
phors mitnimmt. So wurden bei der Fraktionierung in den 
Beispielen der Tabellen VII und VIII die Praparaten,, p und / 
mit den aus der Wirkung der Lésungen und den Trockenriick- 
stiinden berechneten Zeitwerten 0,50, 0,29 0,20 und Phosphor- 
gehalten von 0,006, 0,02 und 0,027°/, erzielt. 

Von einem gewissen Reinheitsgrad des Enzyms an fihrt 
es also weiter, wenn die priparative Methode auch von der 
Bestimmung akzessorischer Eigenschaften statt allein durch 
die Messung der Enzymwirkung geleitet wird, von solchen 
Kigenschaften, die nicht sicher dem Enzym zugehéren, sondern 
méglicherweise seinen Begleitern. Wenn man Peroxydase 
nach dem Kisen-, Invertin nach dem Stickstoffgehalt zu frak- 
tionieren versucht, so wird der Vergleich der Enzymfraktionen 
wesentliche Unterschiede in den EKigenschaften und in der 
Reinheit auch bei ungefihr gleichem enzymatischem Reinheits- 
grad ergeben. Fir die enzymatische Reinheit ist es ohne 
Belang, ob ein bestimmtes Enzym von mehreren anderen, ihm 
nahe verwandten Enzymen begleitet wird und ob ihm zer- 
stérte Enzymsubstanz beigemischt ist oder aber, ob es sich in 
einer durch die Hefeauflésung zufallig zusammengewiirfelten 
Gesellschaft von Begleitstoffen befindet. Im ersten Falle 
wird es sich aber fiir die chemische Untersuchung stofflich 
reiner darbieten. 

In den erwihnten Invertinpriparaten liegt, wenn man von 
den noch anhaftenden fremdartigen Stoffen absieht, ein Ge- 
misch der Saccharase vor mit einer Anzahl anderer, zu- 
sammengesetzte Zucker und «@-Alkylglukoside spaltender En- 
zyme und mit ihren Zersetzungsprodukten, vielleicht auch ihren 
Vorstufen. Es ist noch nicht sicher erkannt, wie weit die 
Adsorptionsmittel unserer Methoden zwischen den aktiven En- 
zymen einerseits, ihren Vorstufen und ihren Zersetzungs- 
produkten andererseits zu wihlen vermégen. Wabhrscheinlich 
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sind die in den Kolloideigenschaften dem Enzym nichst ver- 
wandten, durch das Fehlen der aktiven spezifischen Gruppe 
von ihm sich unterscheidenden Umwandlungsprodukte die hart- 
naickigsten Begleiter. Im Invertinpriparat vom Zeitwert 0,2 
kann nur ein kleiner Bruchteil auf Saccharase selbst treffen. 


A. Grundlagen fir die Isolierung des Invertins 
durch Bleifallung. 


1. Verhalten der Hefeausziige gegen Bleiacetat. 


Die durch Autolyse der Hefe nach verschiedenen Ver- 
fahren gewonnenen Invertinlésungen liefern mit Bleiacetat 
Niederschlige der EiweiBkérper. Auf diese Weise haben 
H. v. Euler und S. Kullberg’), welche ,die Kombination der 
EnteiweiBung mit Bleiacetat und Kaolin“ vorteilhaft fanden, 
und ©. 8. Hudson?) die Invertinlésungen gereinigt. Auch 
Willstatter und Racke*) machten von der Vorreinigung der 
Hefeausziige mit Bleiacetat 6fters Anwendung und _ beob- 
achteten, da die Lésungen dabei im allgemeinen kein, manch- 
mal aber etwas Invertin einbiiBen. 

Das Invertin der Hefeausziige wird also durch Bleizucker 
nicht niedergeschlagen. Auch reines Invertin laBt sich durch 
Bleiacetat nicht fallen. Allerdings gaben die aus Tonerde- 
adsorbaten isolierten Invertinpriparate*) noch Fallungen mit 
Bleiessig und auch mit Bleizucker; da aber in einem Ver- 
suche die von der Bleifiallung abfiltrierte Invertinlésung, die 
noch 22°/, des Enzyms enthieii, selbst mit basischem Acetat 
keine Fallung mehr lieferte, so wurde vermutet, daB die Reak- 
tion nur auf Verunreinigung beruht. In der Tat gab das in 
der zweiten Arbeit von Willstatter und Racke®) durch 
fraktionierte enzymatische Entleerung der Hefe gewonnene In- 
vertin keinen Niederschlag mehr mit den Bleisalzen, und auch 





1) Diese Zs. Bd. 73, S. 335, 338 (1911). 

*) Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 36, S. 566 (1914). 

8) Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar S. 80. 

*) a. a. 0. S. 103. 

5) Ann. d. Chem. Bd. 427, S. 111 (1921/22) und zwar S. 139. 
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Praparate der vorliegenden Arbeit, z. B. eines vom Zeitwert 
0,65, wurde in 0,5°/,iger Lésung weder durch Bleiacetat, noch 
durch basisches Acetat gefiallt. 

Die Konzentration des Enzyms in den Hefeextrakten ist 
aber eine vielfach geringere. Die in Betracht kommenden 
Lésungen enthalten 0,010 bis 0,013°/, Invertin, bezogen auf 
den Reinheitsgrad jenes hochwertigen Priparates. 

Dennoch ist die Fallung des Invertins aus den Hefe- 
extrakten durch Bleiacetat die leitende Methode der vorlie- 
genden Arbeit. Sie beruht auf der Beobachtung, daB das 
Verhalten der rohen Invertinlésungen von ihrem Alter abhingt, 
daB zwar in den frischen Autolysenfliissigkeiten das Invertin 
nicht, in gealterten aber vollstindig fallbar ist. Die Begleit- 
stoffe des Enzyms sind fiir die Fallung durch Bleiacetat ver- 
antwortlich, wie sie auch das iibrige Verhalten gegen Adsor- 
bentien und in Adsorbaten beeinflussen. 

Schon bei der einmaligen Fiallung des Invertins bleibt 
der Hefegummi, dessen Abtrennung zum erstenmal durch auf- 
eianderfolgende Reinigung mittels der Tonerde- und der 
Kaolinadsorbate gelungen ist, in seiner ganzen Menge in der 
Mutterlauge zuriick. 

Aus dem Bleiniederschlag, der u. a. Phosphorsaure, Pro- 
teine und wahrscheinlich auch Nucleinsiiure enthalt, laBt sich 
das Invertin durch Elution mit Ammoniak, Soda und Ammon- 
phosphat eluieren. Seine weitere Reinigung kann mit den 
Adsorptionsverfahren von Willstaitter und Racke geschehen, 
entweder mit Kaolin, von dem es in diesem Zustand schon 
glatt adsorbiert wird, oder besser mit Tonerde, oder man 
wendet wiederholte Fallung mit Bleiacetat an. Dabei nimmt 
mehr und mehr die Menge der bleifallbaren Stoffe ab, mit- 
unter besonders der fiir die Adsorption des Invertins verant- 
wortlichen. Dann wird erreicht, daB mit den Begleitstoffen 
nur noch ein Teil des Invertins in den Niederschlag iibergeht, 
wihrend ein groBer Teil im Filtrat zuriickbleibt. Die Methode 
der Fallung mit Bleiacetat eignete sich daher besonders zur 
Fraktionierung des Enzyms. Sie lieferte giinstiges Material 
fiir die Priifung des Invertins auf seinen Gehalt an Phosphor. 
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2. Anderung des Verhaltens beim Altern. 


Die eigentiimliche Anderung hinsichtlich der Fallbarkeit 
des Invertins beobachteten wir an den nach verschiedenen 
Verfahren der ersten Abhandlung — Nr. 1 und 2 des 
IX. Kapitels (Abschnitt A) — dargestellten Autolysaten, niim- 
lich 1. an den durch beschleunigte Autolyse bei Gegenwart 
von Toluol, also in schwach sauerem Medium, und 2. an den 
durch rasche Autolyse mit Toluol und Neutralisieren mit 
Ammonphosphat gewonnenen. Die letzteren, am Ende schon 
schwach sauer reagierend, wurden stets vor dem Abtrennen 
von den Heferiickstiinden mit Essigsiure angesiuert. Fiir das 
Fortschreiten der enzymatischen Abbauvorgiinge ist dies von 
Bedeutung. Wahrend auf geringe Differenzen in der Reaktion 
des Mediums bei der Autolyse schon weitgehende Unterschiede 
im Verhalten der Invertinlésungen zuriickzufiihren waren, 
stimmten die sauer und die neutral gebildeten, sei es frisch 
oder gealtert, miteinander im Verhalten gegen Bleiacetat iiber- 
ein. Der groBe Unterschied im Phosphatgehalt war hinsicht- 
lich der Fallung des Invertins ohne Belang. 


Die nétige Menge Bleiacetat bis zum Auftreten einer 
Spur von Blei im Filtrat ermittelten wir in jedem Fall. 
Wahrend in den jungen Autolysaten der mit dem gesamten 
Fallungsmittel entstehende Niederschlag nur einen Teil, z. B. 
‘/, vom Invertin aufnahm, verschwand aus den gealterten mit 
dem Bleiniederschlag die ganze Menge des Invertins. Alte- 
rung von 2—4 Wochen geniigte zwar, um das Invertin fillbar 
zu machen, giinstiger war aber, wie die Tabelle I zeigt, Alte- 
rung von einigen Monaten, weil dann schon mit ?/, der zur 
vollstindigen Bleifallung nétigen Menge Bleiacetat mehr als 
90°/, des Invertins niedergeschlagen werden. 

Die auffallendste, wenn auch nicht die einzige Veriinde- 
rung, welche die stets mit Toluol versetzten Hefeausziige 
namentlich bei saurer Reaktion wiihrend des Alterns erleiden, 
ist die enzymatische Hydrolyse der EiweiBkérper. Die Menge 
der Peptide nimmt ab, die einfachen Aminoséuren nehmen zu, 
sie krystallisieren allmihlich reichlich aus. Diese Proteolyse 
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und Entbindung von Schwefelwasserstoff. 


Tabelle I. 


laBt sich mit der alkalimetrischen Bestimmung von Will- 
stitter und Waldschmidt-Leitz!) verfolgen. 
folgt Abtrennung von Phosphorsiiure aus organischer Bindung 


Nebenher er- 


Zunahme der Fillbarkeit des Invertings mit dem Altern. 
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Nr. Invertinlésung Alter 


1 | Autolyse in saurem Medi- 


um 30. April 1921 5 Tage 
”? 14 
2 |ebenso 31. Mai 1921 S , 
”? 10 ,, 
” 14, 
3 |ebenso (1 Teil Hefe, 2 Teile 
Wasser) Juli 1920 9 Mon. 
” 9 


4 jAutolyse mit Ammonphos- 
phat (1 Teil Hefe, 2 Teile 
Wasser) 25. April 1921 | 5 Tage 


e 7 ~ 
” 30 ” 
” 30 9 
” 30 


5 |ebenso (1 Teil Hefe, 2 Teile 
Wasser) 6. Nov. 1920 80 _,, 
” 80 ” 








6 ebenso  .. 
? 90 2? 





°/, der zur 
ges. Nieder- 
schlagbildung 
erforderlichen 
__Menge _ 


100 
100 
100 
100 
100 


100 


50 


100 
100 
100 
75 
60 


100 
60 
100 
50 


3. Einfliisse der Begleitstoffe. 

Die Fillung des Invertins durch Bleiacetat kann durch 
Phosphorsiiure begiinstigt und sogar durch Phosphat allein 
herbeigefiihrt werden. Dies gilt besonders fiir Invertin in 


reinerem Zustand. 
1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 














Bleiacetat in 


Gefilltes 
Invertin 


in 9, 
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Wir vermischten z. B. ein mit Hilfe von Tonerde und Kaolin ge- 


reinigtes Invertinpriparat vom Zeitwert 1,5 (30 mg in 20 cem), das mit 
Bleiacetat nicht fillbar war, mit Ammoniumphosphat (0,1 g) in der 
Menge wie in Hefeausziigen und fillten mit Bleiacetat. unter Vermei- 
dung eines Uberschusses. Das Invertin war sodann vollstiindig im 
Niederschlag enthalten und das Bleiphosphat war nicht durch Ammoniak 
eluierbar. 


Das Bieiphosphat vermag also dhnlich wie nach Will- 
statter und Racke') Calciumphosphat das Enzym zu adsor- 
bieren. Dennoch ist die Bildung des Bleiphosphats nicht der 
entscheidende Faktor fiir die Fallung des Invertins aus den 
Hefeausziigen. Denn es gibt in den rohen Invertinlésungen 
Begleitstoffe, die der Adsorption des Invertins durch Bleiphos- 
phat entgegenwirken, namentlich in den bei neutraler Reak- 
tion gebildeten Autolysaten. Obwohl diese das zugefiigte 
Ammoniumphosphat und aus Nucleinsiure abgespaltene Phos- 
phorsaure enthalten, lassen sie ja in frischem Zustand beim 
Fallen mit Bleiacetat nur einen kleinen Teil des Invertins in den 
Niederschlag gehen. Andererseits kann man nach dem Altern 
der Neutralextrakte die Phosphorsaure daraus mit Magnesia- 
mischung ausfallen und phosphorsiurefreie Filtrate gewinnen, 
aus denen mit Bleiacetat das Invertin doch glatt mit- 
gefallt wird. 

Ein 80 Tage altes Neutralautolysat (4 Liter, M.Z. Q. 18) befreiten 
wir von Phosphorsiiure mit Magnesiamischung; der Niederschlag von 
Ammoniummagnesiumphosphat bewirkte einen Verlust von 7°/, des 
Enzyms. Fiir die Bildung des Bleiniederschlags war dann nur noch °, 
vom Bleiacetat nétig, das ein phosphathaltiger Hefeauszug braucht, 


nimlich 56 g. Die Fillung enthielt trotz ihres geringen Quantums 89° , 
vom Invertin (M. Z. Q. 14,9). 


Die Begleitstoffe, die in Neutralautolysaten das Invertin 
deutlich vor der Adsorption wenigstens durch Bleiphosphat 
schiitzen, treten in den bei saurer Reaktion gebildeten Hefe- 
ausziigen mehr zuriick. Aus diesen ist namlich das Invertin 
leicht auf Zusatz von Phosphat und Bleiacetat mit dem ent- 
stehenden Bleiphosphat zu fillen. 


1) a. a. QO. S. 84. 
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Von einem aus 1 Teil Hefe mit 2 Teilen Wasser unter Toluol- 
gusatz gebildeten Auszug fillten wir sogleich nach dem Abfiltrieren von 
den Heferesten 100 ccm mit 3,2 g Bleizucker. Im Filtrat blieben 75°/, 
yom Invertin. Dann versetzten wir andere 100 ccm mit 2 g Ammonphos- 
phat und mit 8 g Bleizucker. Diesmal blieben vom Invertin nur 25°/, in 
Lésung zuriick. 

Das phosphorsaure Salz kann in diesen Versuchen aber 
nicht durch phosphorhaltige Neutralautolysate ersetzt werden. 
Sei es nun, daB sich hier die Phosphorsaure zum betrichtlichen 
Teil an Kohlehydratmolekiile gekettet hat oder daB die lésend 
wirkenden Begleiter im Neutralextrakt sich geniigend Geltung 
verschaffen, beim Vermischen der durch saure und durch neu- 
trale Autolyse gebildeten jungen Hefeausziige und Versetzen 
mit Bleiacetat fallt das Invertin nicht aus, auch nicht der in 
den ersteren enthaltene Anteil. 

Je 100 cem der nach den beiden Verfahren gewonnenen frischen 
Autolysate (M.Z.Q. 0,50 und 0,53) wurden vermischt und zusammen mit 
10g Bleiacetat vollstiindig gefaillt. Das Filtrat (M.Z.Q. 0,806) enthielt 
dann noch 78°/, vom urspriinglichen Invertin. 

Die als ,,Altern“ bezeichneten Veranderungen der Autolysen- 
sifte beruhen wahrscheinlich auf enzymatischen Vorgingen und 
bestehen im hydrolytischen Abbau von Inhaltsstoffen der Hefe. 
Das wechselnde Verhalten des Invertins gegeniiber der Blei- 
fillung kann man versuchen, darauf zuriickzufiihren, daB ge- 
wisse durch Blei nicht oder nicht vollstaindig fillbare Stoffe, 
die das Invertin in Lésung zu halten vermégen, aus den Hefe- 
ausziigen beim Altern verschwinden. Oder man hat anzunehmen, 
daB im Gegenteil durch die enzymatischen Abbauvorgiinge ge- 
wisse Verbindungen erst gebildet werden, die durch Blei fallbar 
sind und die dabei das Invertin spezifisch adsorbieren. Es diirfte 
sich aber kaum um einen einzigen Bestandteil der Autolysen- 
‘liissigkeiten handeln, der durch sein Verschwinden aus der 
Lésung oder durch seine Bildung in derselben die zunehmende 
Fallbarkeit des Invertins bedingt. 

Zu den durch Bleiacetat nicht fillbaren Bestandteilen der 
Hefeausziige gehéren Aminosiuren, einfachere Peptide und Hefe- 
gummi. Der letztere hilt allerdings keineswegs das Invertin in 
Lésung. Auch die gealterten Extrakte enthalten den Gummi 
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reichlich und er bleibt in seiner ganzen Menge ohne Invertin 
im Filtrat vom Bleiniederschlag. Auch Aminosiiuren und Peptide 


vermégen nicht die Fallung des Invertins zu hindern. Weder 


laBt sich Invertin, ein unvollkommen gereinigtes Priparat, das 
noch mit Bleiacetat gefallt wird, durch diese Verbindungen in 
Lésung halten, noch bewirken Aminosduren oder ein Dipeptid, 
beispielsweise zu einem Gemisch von Nucleinsiure mit Invertin 
hinzugefiigt, daB die Nucleinsiure mit Blei ausfillt ohne Invertin 
zu adsorbieren. Hingegen sind Proteine, z. B. Albumin, obwohl 
es durch Bleiacetat reichlich gefiallt wird, wohl imstande, die 
Ausfallung des Invertins durch Bleiacetat wenigstens teilweise 
zu verhindern. 

Ein Invertinpriiparat vom Zeitwert 4,7, das mit Bleiacetat einen so 
starken Niederschlag gab, da kein Invertin in Lésung zuriickblieb, ver- 
setzten wir mit 25, 50 und 100°/, seines Gewichtes an Albumin und 


fillten dann die Lisung mit Bleiacetat. Die Filtrate enthielten noch 56, 
31 und 44°/, vom angewandten Enzym. 


Mit einem derartigen Kinflu8 von albuminartigem Protein, 
dessen Vorkommen im Hefeautolysat P. Thomas?) beschrieben 
hat, scheint in EKinklang zu stehen, daB beim Erwirmen der 
frischen Hefeausziige auf 60° EiweiBkoagulation erfolgt, und 
daB sich dann im Filtrate das Invertin ahnlich wie sonst nach 
dem Altern reichlicher durch Bleiacetat fallen liBt. Die ge- 
alterten Autolysate erleiden die Gerinnung in der Wirme nicht 
mehr. Waihrend z. B. ein Neutralextrakt nur 15—16°/, vom 
Invertin an die Bleifaillung abgab, stieg der fillbare Anteil nach 
dem Koagulieren in der Wirme und Filtrieren auf 38°/,, bei 
einem anderen, durch saure Autolyse gewonnenen Hefeauszug 
von 45 auf 73°/, der im Filtrat vom koagulierten EiweiB noch 
vorhandenen Enzymmenge. Betrachtet man aber nicht die ver- 
haltnismaBigen, sondern die wirklichen Invertinmengen, die nach 
der Koagulation oder ohne dieselbe gefillt werden, so sind 
allerdings die Differenzen recht gering. 


Die folgenden Beobachtungen machen die Erklirung wahr- 
scheinlicher, daB beim fortschreitenden Abbau der in den Auto- 


1) ©. R. Bd. 156, I, S. 2024 (1918). 
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lysensaften enthaltenen komplizierten Verbindungen erst die fiir 
die Fallung des Invertins verantwortlichen Stoffe in geniigenden 
Mengen entstehen. Man kann namlich Hefeausziige frisch mit 
Bleiacetat fallen, noch ohne erheblichen Verlust von Invertin, 
und nach dieser Beseitigung einer groBen Menge hochmole- 
kularer Stoffe das Altern verfolgen. Nach einiger Zeit ent- 
halten die Lésungen zwar wieder Verbindungen, die sich durch 
Bleiacetat fillen lassen, allein das Invertin wird nicht vom 
Niederschlag aufgenommen. Daraus ist zu schlieBen, da® der 
erste Bleiniederschlag gewisse Produkte entfernt hat, deren lang- 
same Hydrolyse beim Altern ebenfalls durch Bleiacetat fallbare, 
dabei aber Invertin spezifisch adsorbierende Substanzen zu bilden 
vermag. 

Wenn man dieses Verhalten der Hefeautolysate, um die 
Verainderung beim Altern anschaulich zu machen, auf bestimmte 
einzelne Stoffe zuriickzufiihren sucht, so laBt es sich am besten 
durch den Vergleich mit Nucleoproteinen und Nucleinsaiuren 
erkliren. 

Sowohl Hefenuclein wie Nucleinsaiure wird durch Bleiacetat 
gefilllt. Die Niederschlige unterscheiden sich aber durch ihr 
Adsorptionsvermégen: bei der Fallung des Nucleins blieb das 
Invertin (ein durch Bleiacetat nicht fallbares Praparat vom 
Zeitwert 1,5) in der Lésung, waihrend die Nucleinsiure (50 °/, 
des Gewichtes vom Invertinpraparat) bei der Ausfillung das 
Invertin aufnahm. In den Hefeautolysaten wird die Menge der 
Nucleinsiure durch langsam fortschreitende Abspaltung aus 
Nucleoproteinen anwachsen. Die zunehmende FiAllbarkeit des 
Invertins. kann dadurch erklirt werden, wenn sie auch nicht 
darauf allein beruhen mag. 


4, Verhalten von Gemischen frischer und gealterter 
Hefeausziige. 


Sei es nun, daB die Hefeautolysate erst in gealtertem Zu- 
stand durch Bleiacetat fillbare, Invertin adsorbierende Sub- 
stanzen aufweisen, oder daB sie, frisch bereitet, solche Ver- 
bindungen enthalten, welche die Adsorption des Invertins durch 
die Bleifiillung verhindern, jedenfalls ist das Invertin in seinem 
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Verhalten von den Begleitstoffen wesentlich abhingig. Das 
zeigt sich auch bei der Untersuchung, wie sich Gemische yon 
frischen und gealterten Hefeausztigen hinsichtlich der Fiallung : 
des Invertins verhalten, wie weit sie sich gegenseitig darin zu 
beeinflussen vermégen. 

Aus der folgenden Zusammenstellung (Tabelle Il) ergibt 
| sich, daB weder das Invertin der jungen Hefeextrakte in dem 
| Gemische mitgefallt, noch das Invertin der gealterten durch die 
unversehrten Begleitstoffe der frischen Autolysate vor der Fallung | 
geschiitzt wird. Das frische und das gealterte Autolysat, jedes , 
einzelne behalt sein eigentiimliches Verhalten auch in den Ge- , 
mischen bei. | 


Tabelle II. : 


Bleifillung des Invertins aus Gemischen frischer und gealterter Autolysate. 

































Invertin- | Invertin- 

paises Menge gehalt 
Invertinlésungen (M.Z.Q.) ee en anos des | 
ge- |jerforderl.| ange- a | 


frisch altert jz. Fillung] wandt | Bleifillung 
Neutralautolysat, vom 
6. XI. 20, gealtert, | | 
er | 048] 5¢ | & 0,014 





= 
Sg 


Neutralautolysat, vom 
12. VII. 21, frisch, 

















100 ccm... . | 0,50 | 7 7 0,445 ’ 
100 eem frisch + 
100 cem gealtert . | 0,50 0,48] 12 | 10 0,414 
| 

100 ecem frisch + 
200 cem gealtert . | 0,50 | 0,96] 17 13 0,470 ,' 

c 

200 eem frisch + ‘ 
100 cem gealtert . | 1,00 | 0,48] 19 17 0,788 


Man erkennt, daB in diesen Fliissigkeiten das Invertin 
nicht so wie in seinen reinen Liésungen enthalten ist, nicht | 
frei und bereit, Assoziationen mit gelésten hochmolekularen ( 
Stoffen mit groBer Geschwindigkeit einzugehen, sondern eher : 
in Konglomerate von spezifischem Verhalten eingehillt. Wenn 
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die Fallung des Invertins aus solchen Autolysaten z. B. durch 
einen Stoff wie nucleinsaures Blei bewirkt wird, so handelt es 
sich nicht einfach um einen Adsorptionsvorgang in einem bi- 
niren System. 


5. Elution des Invertins aus den Bleifallungen. 


In den durch Bleiacetat bewirkten Fallungen laBt sich das 
Enzym zum Unterschied von seinen Tonerde- und Kaolin- 
adsorbaten nicht quantitativ bestimmen, man findet nur bei- 
spielsweise 10—17°/, des wirklichen Invertingehalts. Auch in 
den Lésungen von reinerem Invertin, die mit Bleiacetat nicht 
mehr gefallt werden, setzt schon eine geringe Menge Bleiacetat 
die enzymatische Wirkung herab, die sich bei der Dialyse 
wieder erholt.?) 

Aus seinen Adsorbaten in Aluminiumhydroxyd und Kaolin 
lieB sich das Enzym durch eine Anzahl chemischer Mittel frei- 
legen,”) z. B. manchmal durch sehr verdiinntes Ammoniak und 
Natriumcarbonat, stets mit Alkali- und Ammonphosphat. Die 
Bleifallungen werden im allgemeinen von denselben Mitteln 
eluiert, so daB sie fiir die Isolierung des Enzyms, fiir seine 
Trennung von vielen Begleitstoffen vorteilhaft angewandt werden 
kénnen. Da die Freilegung des Invertins aus diesen Nieder- 
schligen nicht nur fiir die praparativen Methoden Bedeutung 
hat, da sie auch fiir die Theorie der Enzymadsorbate Bemerkens- 
wertes bietet, ist es angezeigt, auf die Beobachtungen genauer 
einzugehen. Es zeigt sich bei den Elutionen der Bleinieder- 
schlige noch mehr wie bei ihrer Ausfaillung, daB bei diesen 
Erscheinungen das Invertin nicht als ein bestimmter Stoff wirkt, 
sondern daB es verschiedenartige Invertin enthaltende Systeme 
gibt, Gesellschaften, die das Invertin mit seinen wechselnden 
und veranderlichen Begleitstoffen bildet. Unter den mit dem 
Invertin vergesellschafteten nicht enzymatischen Begleitstoffen 





1) Vergiftung des Invertins durch Silber- und Quecksilbersalze und 
Anilin und seine Regeneration durch Dialyse ist von H. v. Euler und 
O. Svanberg [Dies. Zs. Bd. 114, 137 (1921)] eingehender beschrieben 
; worden. 

*) Erste Abhandlung, S. 77 und 87; zweite Abhandlung, 8. 136. 
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kommen auch entschieden elektropositive oder elektronegative 
Kérper vor, welche die Affinititen des Enzymkomplexes nach 
wechselnden Richtungen zu orientieren vermégen. 

Zwischen den Tonerdeadsorbaten und den Bleifallungen " 
bestehen wesentliche Unterschiede. Das Verhalten gegen Rohr- d 
zucker ist z. B. verschieden. Die Wirkung des Rohrzuckers : 
auf Invertin, das mit Kisenhydroxyd niedergeschlagen war, hat ” 
O. Meyerhof?) zuerst untersucht und er hat die Freilegung < 
von */, durch 4°/,ige Rohrzuckerlésung erzielt. Aus den Ton- q 
erdeadsorbaten wird das Enzym durch Rohrzucker plus Mono- \ 
natriumphosphat quantitativ eluiert.”) Hingegen lieB sich die h 
;nvertinhaltige Bleifallung von Rohrzucker allein oder von Rohr- “ 
zucker plus primirem Phosphat gar nicht zerlegen, ebensowenig 
von Glycerin plus primirem Phosphat. 


Co tye 


Von einem durch rasche Autolyse mit Toluol gewonnenen Hefe- 
auszug wurden 250 ccm mit 5 g Ammonphosphat versetzt und mit 20g 
Bleizucker gefalit. Der Niederschlag enthielt 84°/) vom Invertin; beim 
Eluieren mit 250 ccm 5°/, iger Rohrzuckerlésung gab er keine Spur von 
Enzym ab. 

Von dem namlichen Autolysat wurden weitere 250 cem gefillt und 
der Niederschlag mit 250 cem 1°/, igem Mononatriumphosphat, enthaltend 
5°/, Rohrzucker, behandelt. Nachraschem Abtrennen mit der Zentrifuge war 
die Rohrzuckerlésung nicht merklich gespalten und enthielt kein Invertin. 


NS 


Das Verhalten der Tonerdeadsorbate war vom Reinheits- 
grad des Invertins wesentlich abhaingig. Die ersten Aluminium- 
hydroxydadsorbate im Gang des Verfahrens von Willstitter 
und Racke gaben das mit elektronegativen Begleitern asso- 
ziierte Invertin bei der leichtesten Alkalisierung der Tonerde 
glatt ab. War aber das Invertin reiner, wie die durch frak- 
tionierten Abbau der Hefe gewonnenen, darauf schon einmal mit 
Tonerde und Kaolin gereinigten Praparate,*) die aufs neue mit 
Aluminiumhydroxyd adsorbiert wurden, dann erschien es mit- 
samt den noch anhaftenden Begleitstoffen in schon elektrisch 
mehr ausgeglichenem Zustand, annaihernd neutral. Dann war 


m—™ ms Dm & ®© at FQ © 
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1) Pfliigers Arch., Bd. 157, 251 (1914) und zwar S. 271. 

*) Abhandlung I, S. 18 und 71; Abhandlung II, S. 120; ferner 
R. Willstitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921). 
*) Il. Abhandlung, S. 133 und 136. 
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statt der einfachen Alkalisierung eine mehr spezifische Elution 
durch alkalisches Phosphat erforderlich. Méglicherweise spielte 
aber auch schon Phosphatbildung aus beigemischter Phosphor- 
siure eine Rolle bei der Zerlegung des ersten T’onerdeadsorbates 
durch Ammoniak. 

Die Invertin enthaltenden Bleifallungen geben das Enzym 
in Reaktionen frei, die einen wesentlichen chemischen Umsatz 
erfordern, z. B. die Umwandlung in Bleiphosphat. Die volumi- 
nésen, flockigen Niederschlaige iindern sich in ihrer ganzen 
Masse, sie setzen sich schwer und dicht zu Boden. Aber auch 
hier kommt es vor, da8 schon die einfache schwache Alkali- 
sierung geniigt, um aus der Fiallung das Invertin freizulegen. 
Freilich kann auch dabei Alkaliphosphat auftreten, da im 
Niederschlag Phosphorsiure vorkommt. Sehr verdiinntes Am- 
moniak (0,1°/,) eluiert in gewissen Fallen, wie die Tabelle III 
zeigt, das Invertin aus dem Bleiniederschlag vollstindig, in 
anderen, obwohl die Fallung ganz dbnlich gebildet war, fast 
gar nicht. Da also das Ammoniak in seiner Wirkung zu sehr 
vom Reinheitsgrad des adsorbierten Invertins abhiingt, ist es 
als Eluens unzuverlissig. Ein gleichmaBig wirkendes Mittel ist 
dagegen Ammoniumphosphat, z. B. Diammonsalz mit etwas iiber- 
schiissigem Ammoniak [(NH,), HPO, in 0,05- bis 0,1°/, igem Am- 
moniak, entsprechend 2,4 bis 2,5 NH, auf 1 Molekil H,PO,)). 
Die Phosphorsiure 1aé8t sich gut durch Arsensiure oder durch 
Citronensiure ersetzen. Man macht von der Elution durch 
Arsenat im folgenden praparative Anwendung. Da die Phos- 
phate bei der Dialyse der Invertinlésungen kaum vollstindig 
entfernt werden kénnen, ersetzen wir sie mitunter durch Arsenate, 
um den aus der Hefe stammenden Phosphor und das aus den 
Reagentien stammende Arsen analytisch zu unterscheiden. 

In der Tabelle III sind aus den Erfahrungen, die mit der 
priiparativen Anwendung der Invertin-Bleifallung gewonnen 
wurden, einige Beispiele ausgewahlt. Es werden die in pri- 
parativem MaBstab (Fallungen aus 2—8 Liter Autolysat, be- 
handelt mit 1—4 Liter Eluens) und zwar durch zweimalige 
Elution der Bleifaillungen erhaltenen Invertinausbeuten (Proc.) 
verzeichnet, in einigen Fallen (mit eingeklammerten Zahlen) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 2 
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mit einmaliger Elution erhaltene Enzymausbeuten aus ana- 
lytischen Versuchen in kleinerem MaBstab(Fallung aus 200 ccm, 
eluiert mit 100 ccm) oder von den letzten Reinigungsphasen der 
mehrfach vorbehandelten Invertinlésungen. 


Tabelle IIL. 


Elution der Invertin-Bleiadsorbate. 








Invertinlésung 


0,1 °/, iges 
Am- 
moniak 


0,4 °/, iges 
Natrium- 
carbonat 


1°/, iges 
Diammon- 
phosphat 
in 0,05 °/, 
3 


1°, iges 
Dikalium. 

arsenat 
in 0,05 °/, 
NH, 








Neutralautolysat vom 6. XI. 20, 
9 Monate alt . 


Neutralautolysat v. 10. XI. 20, 
3 Monate alt . 


Daraus durch Bleifillung, So- 
daelution, ‘Tonerdeadsorp- 
tion, NH,-Elution gereinigt, 
wieder mit Bleiacetat ge- 
fallt . e. es ae ae 

Neutralautolysat v. 30. VII. 21, 
21/, Monate alt . ; 

Neutralautolysat v. 12. VII. 21, 
21/, Monate alt . 


Autolyse bei saurer Reaktion, 
Juli 20, 9 Monate alt 


Autolyse bei saurer Reaktion, 
6. VII. 21, 6 Monate alt . 


Aus Neutralautolysat vom 
20. VII. 21, mit Bleifillung, 
Tonerde, Bleifillung  ge- 
reinigt, wieder mit Bleiessig 
gefillt . 

Aus Neutralautolysat vom 
16. XI. 20, mit Bleifillung, 
dann ‘Tonerde _ gereinigt, 
wieder mit Bleiacetat ge- 
fallt . 





81 


67; 84,5 


(72) 
(28) 
(9) 
(7) 


(7) 


63; 72 


(20) 





(37,5) 





ca. 67 


(80) 


(83) 





(80) 


































Zur Kenntnis des Invertins. 19 


Die Koadsorbentien und Koeluentien vermégen dem Inver- 
tin, das in reinerem Zustand durch Bleiacetat, sogar durch Blei- 
essig nicht gefallt wird, bei den aufeinanderfolgenden Adsorptions- 
und Elutionsvorgingen in die Bleifaillung, Tonerde und wieder 
Bleiniederschlag zu folgen. Sie bedingen, daf das Invertin nach 
der ersten Reinigung mit Bleiacetat noch weiter mit Bleiacetat 
gefillt werden kann. Wenn die erste Bleifaillung sich durch 
Ammoniak eluieren lieB, pflegte auch die zweite ebenso eluier- 
bar zu sein. Erst nach mehreren Fillungen und Elutionen 
ist das Verhiltnis zwischen Invertin und seinen Begleitstoffen 
gugunsten des Invertins so verindert, daB nur noch ein Teil 
des Enzyms niedergeschlagen werden kann. In dieser Enzym- 
fraktion findet dann eine auBerordentliche Anreicherung ge- 
wisser Begleitstoffe statt, z. B. der gebundenen Phosphor ent- 
haltenden, die durch die systematische Anwendung der Bleifiillung 
und ihrer Elution von einem ‘Teil des Invertins ganz entfernt 
und mit einem anderen Teil desselben eng vergesellschaftet 
werden. 

Unter den als Koadsorbentien wirkenden Bestandteilen 
der Bleifiillung werden Proteine, Phosphorsiiure und als wahr- 
scheinlich besonders wirksames Koadsorbens Nucleinsiure ge- 
funden. Die mit Schwefelwasserstoff aus unvollstiindig eluiertem 
Bleiniederschlag erhaltene Loésung gibt die iiblichen Eiweib- 
reaktionen und starke Reaktion von Molisch, sie liefert mit 
Kupfersulfat reichliche Fallung. 

Die Elution der Bleiniederschlige begegnet nicht selten 
groBen Schwierigkeiten. Manche Hefeausziige, sogar gealterte 
sind fiir die Methode ungeeignet, nicht fir die Fallung mit 
Bleiacetat, aber fiir die Elution des Niederschlags. Dies sind 
besonders gewisse Autolysensifte, bei deren lingerem Stehen 
— immer bei Gegenwart von Toluol — offenbar infolge ab- 
weichenden Verlaufs der Alterungsvorginge ausnahmsweise 
kein Schwefelwasserstoff auftrat und die statt eine hellgelbe 
oder griinlich hellbraune Farbe anzunehmen eine dunkelbraune 
Farbe behielten. 

Von einem und demselben Neutralautolysat (vom 30. VII. 21) ver- 


hielten sich zwei, erst bei dem langsamen Filtrieren von den Heferiick- 
Q* 
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stinden getrennte Anteile beim Altern verschieden. Ein Teil des Auto- 
lysats lieferte schon nach 2'/, Monaten Bleifallungen, die in der be- 
schriebenen Weise mit Ausbeuten von 70—83°/, eluiert werden konnten 
(vgl. Tab. II). Die Bleiniederschlige aus dem anderen Teil desselben 
Autolysats waren noch nach 4'/, Monaten Alterns in verschiedenen Ver- 
suchen nur mit Ausbeuten von 3,5, 17,5 und 16,6 eluierbar. 


Wihrend eine Alterungsperiode von etwa 4 Wochen schon 
geniigt, um das Invertin der Hefeausziige durch Bleiacetat 
fillbar zu machen, tibte ein viel weitergehendes Nachaltern in 
manchen Fallen einen deutlich giinstigen EinfluB auf die Eluier- 
barkeit des Bleiniederschlags aus. 


1. Beispiel: Ein Neutralautolysat vom 31. X. 21 wurde, 40 Tage 
alt, mit 75°/, der fiir eine vollstindige Bleifillung nétigen Menge Blei- 
zucker versetzt, 200 ccm mit 10g. Das Invertin war vollstindig im 
Niederschlag. Die Elution durch 100 ccm 0,5°/, Ammonphosphat und 
0,05°/, Ammoniak entzog dem Niederschlag nur 5°/, vom Invertin, 
Nach weiteren 3 Monaten wurde der Versuch genau wiederholt. Dabei 
lieBen sich 51°/, eluieren. 

2. Beispiel: Von einem Neutralautolysat vom 30. VII. 21 fiillten 
wir nach 4'/, Monaten 200 ccm mit 10 g Bleiacetat, d.i. §/, der zur voll- 
stiindigen Niederschlagsbildung nétigen Menge. Zur Elution dienten 
100 ccm ammoniakalisches Phosphat. Nur 4°/, Invertin gingen in Lésung. 
In anderen Versuchen, mit etwas mehr Eluens und in 2 Elutionen, stieg 
die Ausbeute auf 17°/, vom Invertin der Bleifiillung. Eine Nachalterung 
von weiteren 3 Monaten verainderte dann das Verhalten des Autolysats. 
Die Elution unter denselben Bedingungen ergab eine Ausbeute von 42°/,. 

8. Beispiel: Ein durch rasche Autolyse mit Toluol, also bei 
saurer Reaktion gewonnenes Autolysat vom 16. II. 21 wurde zuerst nach 
21/, Monaten gepriift. 200 cem mit 8 g Bleizucker gefillt, gaben an 
0,1°/, iges Ammoniak nur 4°/, des Invertins ab. Sogar nach 9 Monaten 
gab das Autolysat nur sehr schlecht eluierbare Bleifiillungen. Es wurde 
mit 8g, d.i. der zur vollstindigen Niederschlagsbildung erforderlichen 
Menge Bleiacetat fiir 200 cem gefallt, und der Niederschlag mit 100 ccm 
ammoniakalischem Phosphat eluiert. Die Invertinmenge betrug nur 7,6°/,. 
Dann, in weiteren 3 Monaten, iinderte sich das Verhalten des Autolysats 
wesentlich. Die einmalige Elution der Bleifillung aus 200 cem-Proben 
mit 100 cem 0,5°/, igem Arsenat plus 0,05°/,igem Ammoniak ergab in 
verschiedenen Versuchen 34 und 51°/,, die Verarbeitung in groBem Mab- 
stab (Bleifallung aus 6 Liter Autolysat mit 3 Liter Arsenat in 2 Elutionen) 
lieferte eine Ausbeute von 62°/, des Invertins. 


Eine gewisse Verbesserung der Elution laBt sich 6fters 
dadurch erzielen, daB der Bleiacetatniederschlag mit so wenlg 
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wie méglich Fallungsmittel erzeugt wird. Mit beispielsweise 
60°/, der zur vollstiandigen Niederschlagsbildung erforderlichen 
Menge Bleiacetat wurden éfters schon 95°/, vom Invertin aus- 
gefillt. Die Elutionsausbeute war dann gewohnlich héher als 
bei Anwendung der ganzen Bleimenge, die von der Fliissigkeit 
verbraucht wird. 


Z. B. gab das wiederholt erwiihnte Neutralautolysat vom 30. VII. 21 
bei vollstiindigem Fillen durch Blei und Eluieren mit Phosphat eine 
Elutionsausbeute von 3°/,, beim Fillen mit */, der Bleimenge, wobei 
71°/, des Invertins niedergeschlagen wurden, 17,5°/, des im Niederschlag 
adsorbierten Invertins. 


B. Darstellung und Fraktionierung des Invertins mit Bleiacetat. 


1. Hefen und Autolysate. 


Die Vorbedingungen fiir die Isolierung des Invertins waren 
in dieser wie in den zwei vorangeschickten Arbeiten ungiin- 
stiger als anscheinend bei C.S. Hudson und gewi8 ungiinstiger 
als bei H. v. Euler und O. Svanberg sowie bei J. Meisen- 
heimer, St.Gambarjan und L. Semper, die iiber besonders 
enzymreiche Hefe als Ausgangsmaterial verfiigt haben. Sie 
war durch geeignete Ernihrung auf hohen Invertingehalt ge- 
ziichtet und zwar nach v. Euler und Svanberg!) bis zu Zeit- 
werten von 100 bis 90. Die Miinchener Brauereihefe, deren 
Invertingehalt in der schlimmen Zeit vom Herbst 1918 bis 
Februar 1920 in vielen Bestimmungen verfolgt wurde,?) zeigte 
im Durchschnitt den Zeitwert 341. In den letzten 1'/, Jahren 
ergab die besser ernihrte Hefe derselben Miinchener Brauerei, 
wie die folgende Zusammenstellung erkennen 1aBt, in merk- 
wiirdiger Ubereinstimmung den gleichen Durchschnittsgehalt 
(Zeitwert 328) an Invertin und ahnliche Schwankungen in dem- 
selben, sie gab aber in die Autolysate mehr Extraktstoffe ab 
und war daher fiir die Invertingewinnung noch weniger vor- 
teilhaft als die Hefe des Jahres 1919. 


1) Diese Zs. Bd. 107, S. 269 (1919). 
*) Erste Abhandlung, S. 13. 







































22 Richard Willstitter, Johanna Graser und Richard Kuhn, 


Hefen der Léwenbrauerei in Minchen. 
(Trockengewicht 23—27°/,, durchschnittlich 25°/,.) 
November 1920: 304, 331, 366, 329, 266, 287 

Februar 1921: 267, 315 


April 1921: 378 
Mai 1921: 2-8, 342, 344 
Juni 1921: 326 
Juli 1921: 400, 310, 366 


Oktober 1921: 3885, 348 
Dezember 1921: 383 
Januar 1922: 266 
Miirz 1922: 446 


Pschorrbriuhefen, Miinchen. 

Oktober 1921, niedriggiirend A: 332 

. 1921, Exportbierhefe: 433 
Die invertinreichste Hefe, die wir kennen lernten, war 
eine dinische Brennereihefe des Handels. Die von Willstitter 
und Steibelt+) in einer Untersuchung iiber maltasearme Hefen 
in enzymatischer Beziehung beschriebene Rasse (vom 21. II. 21) 
hatte den Zeitwert 87. Als wir aber 9 Monate spater durch 
die Gefalligkeit des Herrn Professor A. Jérgensen in Kopen- 
hagen eine gréBere Menge von dinischer PreBhefe des Handels 
besorgt bekamen, war dies eine Hefe vom Invertinzeitwert 255. 
Sie erwies sich als nicht geeignet fiir die rasche Autolyse nach 
Hudson. Dabei lieferte sie in 5 Tagen einen Auszug mit 
nur 32°/,, in 8 Tagen mit 35°/, ihres Invertins (ohne Verlust 
filtriert gedacht). Giinstiger verlief die Autolyse nach dem 
Neutralverfahren mit Ammoniumphosphat. Dabei gingen in 
5 Tagen 90°/, des Invertins in Lésung, deren Zeitwert auf 

Trockengewicht bezogen 179,5 betrug. 


Von den nach zwei Verfahren der raschen Autolyse, bei 
schwach saurer Reaktion (nach Hudson) und bei neutraler 
(nach Willstitter und Racke) gewonnenen Hefeausziigen 
hatten sich leider die letzteren, die schénen, invertinreichen 
Neutralautolysate fiir die Invertingewinnung nach den Adsorp- 





1) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar 215 (1921). 
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tionsmethoden als ungeeignet erwiesen.!) Wir gingen nun 
darauf aus, ein auch auf die Neutralausziige anwendbares Ver- 
fahren auszubilden. Dieser Absicht entspricht die im folgenden 
beschriebene Isolierung mit Bleiacetat. 

Aus der Autolyse mit Toluol bei saurer Reaktion (1 Teil 
Hefe, 2 Teile Wasser) betrug unsere Invertinausbeute, quantitativ 
filtriert gedacht, in 5 Tagen z, B. 94 und 97°/,, aus der Auto- 
lyse mit neutraler Reaktion (1 Teil Hefe, 1 Teil Wasser, vor 
dem Filtrieren mit einem weiteren Teil Wasser verdiinnt) z. B. 
122, 115, 139°/,, manchmal auch nur 100, 106, 108°/, vom 
Invertin der Hefe. 

Der Reinheitsgrad der Autolysate, der aus den Zeitwerten 
bezogen auf Trockengewicht hervorgeht, war nach dem Neutral- 
verfahren viel ungiinstiger als in unserer ersten Arbeit.?) 
Wiihrend die Hefe damals Neutralausziige von den Zeitwerten 
142 bis 114 geliefert hatte, betrugen in den Versuchen vom 
November 1920 bis Dezember 1921 die Zeitwerte 257, 255, 
247. Der Zeitwert eines Autolysats nach Hudson (auf Trocken- 
gewicht bezogen) war 180 entsprechend den friiheren Zahlen 
von 160 bis 206. Diese Enzymkonzentrationen stehen den 
iiuBerst giinstigen Zeitwerten gegeniiber, die in der zweiten 
Arbeit beim fraktionierten enzymatischen Abbau der Hefe er- 
zielt wurden,*) nimlich 78 und 55 und dem Zeitwert 45 (um- 
gerechnet auf 15,5°) des Autolysats von O. Svanberg‘) aus 
der invertinreich geziichteten Hefe. 


Ma8e der Invertinwirkung. 


Die Angaben beziehen sich auf 15,5° gem4B der Definition 
des Invertinwertes von C. O’Sullivan und F. W. Tompson 
und H. v. Euler. Gemessen wurde sehr hiufig nicht dieser, 
sondern der von Willstitter und Steibelt®) vorgeschlagene 





1) Erste Abhandlung, S. 34 und 49. 

*) §. 53 und 54. 

3) §. 135. 

*) Diese Zs. Bd. 109, 8S. 65 und zwar 738 (1902). 

°) Diese Zs. Bd. 111, S. 157 (1920) und zwar 169 und Bd. 115, 211 
(1921) und zwar 214. 
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» Vergleichszeitwert“ (Zeit der 50°/, igen Spaltung, mit 0,5 ¢, 
d. i, der zehnfachen Menge Hefe oder Priparat, bei 30°, mit 
einer Lésung von nur 1,1875 g Rohrzucker in 25 ccm), dessen 
Bestimmung praktische Vorteile bietet. Sie erfordert viel 
weniger Knzym als die Bestimmung nach O’Sullivan und 
Tompson. 


Der Zeitwert ergibt sich (vgl. Tab. IV) aus dem Vergleichs- 
zeitwert durch Multiplikation mit 166. 


Tabelle IV. 
Vergleich der beiden MaBe fiir Invertin. 

















Nulldrehungszeit fiir] 50°/, ige Hydrolyse 
’ 10 ccm Enzym bei | durch 1 ccm Enzym | 5 
7 Invertinlésung 15,5° in 16°/, iger bei 30,0° in 4,75 °/,- xX 
Rohrzuckerlésung | iger Rohrzuckerlsg. | <= 
(Min.) (Min.) 
1 | Hefeauszug (1 Teil 
Hefe, 2 Tle. Wass. 
und Toluol), 1%/, 
Jahre alt . . . 81,2 49,2 165 
2 |Ebenso 1 Mon. alt 69,8 42,0 166 
Desgl. 70,1 41,7 168 
3 | Praparat aus neu- 
tral. Hefeautolysat 
(Zeitwert = 1,0) . 99,5 60,3 165 
Desgl. 98,8 60,0 165 














2. Bindungsvermégen der Bleifaillungen. 


Um die Mengen von Bleizucker zu vergleichen, die fir 
die Invertinfallungen erforderlich sind, beziehen wir sie auf den 
Menge-Zeit-Quotienten 1 des Invertins. Der Quotient Blei- 
acetat: M.Z.Q. 1 gibt an, wieviel Bleiacetat verbraucht wird, um 
das Invertin so weitgehend zu. fallen, als es unter den ge- 
gebenen Bedingungen gefallt werden kann. Man erkennt aus 
der Tabelle V, daB der Quotient weder vom Verfahren der 
Autolyse, noch vom Alter der Hefeausziige deutlich beeinflubt 
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wird, sondern zunichst von der Beschaffenheit der angewandten 
Hefen, dann bei reinerem Invertin von der Natur der Begleit- 
stoffe. Gewisse Hefelieferungen gaben Autolysate, die fiir den 
Menge-Zeit-Quotienten 1 etwa 11 g, andere, die nur 6—7g 
Bleizucker erforderten. Diese niedrigsten Zahlen, die man bei 
gewissen mit Ammonphosphatzusatz bereiteten Neutralauto- 
lysaten beobachtete, driicken Mengen von Bleiacetat aus, die 
nicht viel gréBer sind als die allein fiir die zugefiigte Phos- 
phorsiure berechneten; dies waren 5,5 g. Aber gefallt wird 
nicht Bleiphosphat, sondern viel Proteinbleiphosphat. 


Tabelle V. 


Verhiltnis zwischen Bleiacetat und Invertin. 




















Autolysat Bleiacetat: M.Z.Q.=1 
> nach d. ersten Bleireinigung in 
wel So d. Elution v. Tonerdeadsorbat 
Verfahren |= &| N_ |im Hefeauszug 
“sis bezogen auf das | bezogen auf d. 
— angew. Invertin | gefillt. Anteil 
Neutral vy. | | | 
10. XI. 20!) 34/,) 10,9 7,3 0,12 | 0,45 
10. XI.20| 31/,| 10,9 7,3 0,23 | 0,23 
6. XI. 20} 8 15,0 6,0 0,7 | 0,7 
30. VIL. 21} 2"/,| 21,6 11,1 0,22 | 0,28 
30. VII. 21| 2'/,| 21,6 11,1 0,8 | 1,78 
30. VII. 21} 31/,| 43,2 11,1 0,93 | 1,86 
12. VIL. 21| 41/,| 36,2 11,0 1,0 | 1,7 
20. VII. 21| 44/,| 82 10,7 | 0,64 | 0,64 
Sauer | 
6. VIL. 21| 61/, | 172 6,2 0,23 | 0,35 
16. II. 21/10'/,| 79 6,9 0,24 | 0,24 














Die zweite Fallung von Bleiacetat im Gang des Ver- 
fahrens ist, da sie nach dem Uberfihren in Aluminium- 
hydroxydadsorbat und Eluieren aus demselben vorgenommen 
wird, der dritte Adsorptionsvorgang. Natiirlich wird dann 
bedeutend weniger Bleisalz verbraucht, aber doch noch 
iiberraschend viel, wie z. B. die Quotienten 1,7 bis 1,9 in 
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der Tabelle V zeigen. Die Quotienten Bleiacetat: M.Z.Q. 1 
gehen hier noch weit auseinander. Es vermag also nicht 
einfach eine gewisse Menge Bleifillung eine konstante Menge 
Invertin zu binden, sondern es gibt gut und schlecht ad- 
sorbierende Fiallungen. Invertin bleibt auch in manchen 
Beispielen zu einem bedeutenden Bruchteil gelést zuriick, 
wenn viel Bleiacetat verbraucht wurde. Die Fallung mit 
dem gréBten Bindungsvermégen fiir Invertin wies den Quo- 
tienten 0,2 auf. 


3. Methode und Priparate. 


Die neue Methode der Isolierung des Invertins erméglicht, 
aus den gealterten Hefeausziigen schon durch die einmalige 
Fallung mit Bleiacetat und Elution des Niederschlags das 
Enzym, wenn auch sein Zeitwert (5—10) noch recht hoch ist, 
vollstiindig vom Hefegummi zu trennen, der in der Mutterlauge 
zuriickbleibt. In den Elutionen sind dem Enzym noch reich- 
lich EiweiBkérper beigemischt, die in allen Fallen durch ein- 
malige Reinigung mit Aluminiumhydroxyd zum grofen Teil, 
aber nicht vollstiindig beseitigt werden. Wahrend fiir das 
Verfahren von Willstatter und Racke die Fallung der 
eingeengten Elution mit Aceton wichtig und sogar ndtig 
war, ist nun das Invertin in der Elution aus Tonerde 
schon so rein (Zeitwert 3,5—1,5), daB es sich von Aceton 
nicht mehr fallen lift. Aus 50—65°/, Aceton enthaltender 
Lésung fallt nur invertinarmer Niederschlag aus, zugleich er- 
leidet der Rest des Enzyms in der Mutterlauge Zersetzung. 
Die Elution wird daher direkt weiter verarbeitet und zwar 
zum zweiten Male mit Bleiacetat gefaillt. Dabei zeigen 
sich je nach der Darstellungsweise und Alter der Hefe- 
autolysate groBe Unterschiede. Ks kam vor, wie die Zu- 
sammenstellung einiger Beispiele in der Tabelle VI zeigt, 
da8 durch Bleiacetat das Invertin zum zweiten Male voll- 
stiindig oder zum grofen Teil oder nur etwa zur Hilfte oder 
auch nur zu einem geringen Teile gefallt wurde. In solchen 
Fallen pflegte dann Bleiessig das Enzym vollstindig nieder- 
zuschlagen. 
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Tabelle VI. 


Verhalten des Invertins bei der zweiten Bleifillung. 





Nr. 


— 


bo 


a5 
-_ 








Invertin- 
lésung 


1. Bleifillung 
durch Arse- 
nat eluiert, 
Tonerdead- 
sorbat mit 
NH, eluiert, 
M.Z.Q. = 
30,3 


1. Bleifaillung 
m. Soda elu- 
iert, ‘Ton- 
erdeadsorb. 
m. NH, elu- 
iert, M.Z.Q. 
= 6,4 


1. Bleifiillung 
durch Phos- 
phat eluiert, 
Tonerdead- 
sorbat mit 
NH, eluiert, 
M.Z.Q. = 8,6 


Ebenso wie 
Nr. 3, M.Z.Q. 
=%1 





2. Fillung 


durch 


Bleiacetat 


Vollstiindig, 
Elut. d. Ar- 
sen., M.Z.Q. 
= 27,8 


Vollstiindig, 
Elution 4d. 
NHsg, 
M.Z.Q.=4,6 


50°/,, Elution 
durch Phos- 
phat 39°/,, 
M.Z.Q. = 
1,67, einge- 
engt nur 
0,22 

45°/,, Elution 
durch Phos- 
phat, M.Z.Q. 
= 3,1 





Priiparat a. 
der Fallung 


Priparat q 
Zeitw. 0,26 


Priiparat 2 
Zeitw. 1,03 
P-Geh. 1,83 


Priparat g 
Zeitw. 0,85 
P-Geh. 4,06 


Priparat f, 
nach Dialyse 
Zeitw. 0,82 
P-Geh. 0,57 
Priparat /f, 
nach Aus- 
fillen der 
Phosphor- 
siure und 
Dialyse 
Zeitw. 0,44 
P-Geh. 0,33 





Restlésung 


0 


50 lo 
M.Z.Q. = 4,3 


55°, 





aus der 
Restlésung 


Priiparat h 
Zeitw. 0,5 
P-Geh. 0,226 


Priiparat 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





2. Fallung Priiparat 








I tin- iiparat a. 
7, pach durch oe Restlésung aus der 
S Bleiacetat ad Restlésung 
5]Ebenso wie: 27°, — 73 /, Priparat e 
Nr. 2, nur M.Z.Q.= 5,94] Zeitw. 0,67 
m. NH, statt 
Sodaeluiert, 
M.Z.Q. = 8,1 
6|Ebenso wie 29,1°/, oa 70,9 °/, Priparat d 
Nr. 3, M.Z.Q. M.Z.Q. = 5,67] Zeitw. 0,93 


= zum 3. Male} P-Geh. 1,25 
m. Bleiacetat 
gefallt, neue 
Restlésung 
M.Z.Q. = 3,22, 
nochmals 
durch Ton- 
erdeadsorp- 
tion gerein., 
m. Phosphat 
eluiert 
M.Z.Q. = 1,87 

















Erste Bleifallung. Ein durch rasche (5tagige) Autolyse 
von Léwenbrauhefe (13 kg von 25,35°/, Trockengewicht) mit 
der doppelten Menge Wasser unter Zusatz von Toluol ge- 
wonnener Autolysensaft (6. VII. 21) besaB den Zeitwert 286, be- 
zogen auf Hefe, und 180, bezogen auf Trockengewicht. Von 
dem 6'/, Monate gealterten Hefeauszug fallten wir 26,5 Liter 
(M.Z.Q. 172) mit 930 g Bleizucker, das ist 75°/, der Menge, 
die in einem Vorversuche mit 1/, Liter zur vollstiandigen 
Niederschlagsbildung benétigt worden. Der Niederschlag ent- 
hielt das gesamte Invertin. Er war infolge eines Gehalts an 
Bleisulfid hellbriunlichgrau, grobflockig und voluminés, schlecht 
absitzend. Diese Fallung wurde mittels der Zentrifuge abgetrennt 
und am besten in ihren Bechern unter wiederholtem Anriihren 
mit destilliertem Wasser gewaschen. Auf 30 1/, 1-Zentrifugen- 
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gliser verteilt, fiillte sie diese zu etwa 4/,. Auch die zwei- 
malige Elution nimmt man am besten in den Zentrifugen- 
bechern vor, in denen sich das Eluens gut mit dem rasch 
dichter werdenden Bleiniederschlag verreiben laBt. Dafiir 
dienten zweimal 6'/,—7 Liter 0,5°/,ige Dikaliumarsenat- 
lésung, die noch 0,05°/, freies Ammoniak enthalt (bereitet aus 
50 g Dikaliumarsenat mit 50 ccm 1°/,igem Ammoniak, auf 
10 Liter aufgefillt) Die Elution, die hellgelb ist und 
noch den schlechten Geruch der Autolysenfliissigkeit be- 
sitat, wird durch Kieselgur auf gehirteten Filtern vollends 
geklirt. 

Die Ausbeute betrug in unserem Beispiel 66 °/, (M.Z.Q. 114), 
in vielen anderen iiber 70—85°/,. Die Lésung labt beim 
Kochen noch Protein ausflocken, sie wird reichlich von Blei- 
acetat, sowie von Ferrozyankalium mit Essigsiure gefiallt. 
Hefegummi enthalt sie nicht. Kaolin adsorbiert aus ihr, wenn 
man mit Hssigsiure ansiuert, das Invertin glatt. Aber wirk- 
samer fiir die weitere Reinigung ist die Uberfihrung in Tonerde. 

Reinigung durch Tonerdeadsorption. Die 14 Liter 
Elution sdéuerten wir mit Essigsiure schwach an und versetzten 
sie mit 5,6 Liter Alkohol, nachdem mit einem Teil, einem 
Siebentel, die zur vollstindigen Adsorption aus alkoholhaltiger 
Lésung nétige Menge Aluminiumhydroxyd ausprobiert worden. 
Sie betrug 74 g, davon wendete man */; an. Da das Invertin 
gegen Alkohol schon recht empfindlich war, muBte die Operation 
mit nicht mehr als je 2 Liter Elution tunlichst rasch vor- 
genommen werden. Die Tonerdesuspension lieB man in diinnem 
Strahl unter starkem Riihren einlaufen und trennte die in- 
vertinbeladene in einer rasch auslaufenden Zentrifuge von der 
Mutterlauge ab, die Geruch und Farbe behielt. Das mit 
reinem Wasser dreimal gewaschene Adsorbat eluierten wir 
zwei Male, im ganzen mit 12 Litern 0,1°/,igem Ammoniak, 
in anderen Versuchen nur etwa mit der Hialfte dieser Menge. 
Man kann nach dem Anriihren in den Bechern der Zentrifuge 
entweder in dieser die Hauptmenge des Tonerdeschlammes 
beseitigen und durch Absaugen mit einer diinnen Schicht 
Kieselgur auf gehirteten Filtern sehr rasch vollends klaren 
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oder statt dessen die ganze Suspension auf gehirteten Filtern 
absaugen, was mehr Zeit erfordert. 

Die Elution, fast farblos und geruchlos, gab noch zahl- 
reiche KiweiBfaillungen, blieb aber beim Aufkochen klar. Von 
ammoniakalischer Silberlésung wurde sie nicht, aber von 
Kupfersulfat stark gefallt. Die Elutionsausbeute betrug 70,5°/. 
(M.Z.Q. = 80,5), aber als die Fliissigkeit vor der niichsten 
Fallung vorsichtig im Vakuum zum halben Volumen ein- 
gedampft werden muBte, sank der Invertinwert auf M. Z. Q. 71,7; 
aus dem Trockengewicht einer Probe berechnete sich fiir das 
Invertin der Elution der Zeitwert 2,75. 

EKindampfen im Vakuum. Fir vorsichtiges Abdampfen 
wiBriger Lésungen in groBen Mengen fehlen den chemischen 
Laboratorien zweckmifige Kinrichtungen. Man pflegt mit zu 
geringer Wiirmezufuhr zu destillieren, die Dampfe durch zu 
enge Wege zu fiihren und gliserne Vorlagen anzuwenden, die 
fiir die Kihlung unbrauchbar sind. Die besten Ratschliige 
hat F. v. Soxhlet!) bei der Beschreibung seines Verdampf- 
apparates fiir grobe Fliissigkeitsmengen gegeben, der mit einem 
sehr wirksamen metallenen Doppelkugelkiihler ausgestattet ist. 

Die Versuchsanordnung von Soxhlet haben wir in einigen 
Beziehungen verbessert: z. B. durch Anwendung einer leistungs- 
fihigen rotierenden Olpumpe anstatt der Wasserstrahlpumpe, 
einer kupfernen 5-Liter-Saugflasche statt einer glisernen als 
Vorlage, einer Sole von minus 20 Grad zum Durchstrémen 
des Metallkiihlers und des die Vorlage enthaltenden Bottichs. 

Die Sole wird von einer im Keller direkt unterhalb 
des Arbeitsraumes stehenden Kohlensiure-Kaltemaschine von 
L. A. Riedinger in Augsburg geliefert und von einer kleinen 
Zentrifugalpumpe durch eine gut isolierte Rohrleitung zu den 
Ventilen gedriickt, um von den Apparaten kontinuierlich wieder 
zum Solebehilter in den Keller zuriickzuflieBen. Die Kilte- 
maschine leistet fiir die Kiihlung der Chlorcalciumlésung in 
der Stunde 2300 Kalorien bei einem Kraftbedarf von 1,75 P.S. 
fiir den Kompressor. An Stelle des von Soxhlet angewandten 





et ee 


1) Chem. Ztg. Bd. 18, S. 721 (1894). 











Zur Kenntnis des Invertins. 31 


Wasserbades, dessen Dampferzeugung auch mit sechsfachem 
Brenner nicht ausreicht, verwenden wir ein an die Dampf- 
leitung angeschlossenes Bad mit einer Filzauflage, um starker 
erhitzen und die Wirmezufuhr dem Gang der Verdampfung 
besser anpassen zu kénnen. Auf den Filzring ist fest auf- 
gesetzt der kurz- und weithalsige Jenaer Glaskolben von 3/, 
bis 5 Liter Inhalt, dem durch ein Nachsaugerohr ohne Unter- 
brechung der Destillation beliebige Flissigkeitsmengen zugefiihrt 
werden. Die Wege des Dampfes (Kolbenhals, Ableitungs- 
rohr) haben sehr groSe Durchmesser. Die Destillation wird, 
wie Soxhlet angegeben, mit Wasser begonnen, um Uberhitzung 
der temperaturempfindlichen Lésungen vor Beginn des Siedens 
zu verhindern. Sobald sich Dampfblasen entwickeln, kiihlt 
sich der Kolbeninhalt schnell ab, und wenn die gewiinschte 
Temperatur erreicht ist, kann mit dem Nachsaugen der Enzym- 
lésung begonnen werden. Da die nachstrémende Fliissigkeit 
Luft enthalt, ist es unnétig, eine Capillare anzuwenden. Das 
ZutlieBen wird mit einer Klemmschraube so reguliert, daB 
ebensoviel Liésung nachstrémt als Wasser abdestilliert, so 
daB die Fliissigkeitsmenge im Kolben annihernd gleich bleibt. 
Wenn alle Lésung nachgesaugt ist, wird die Klemmschraube 
ganz geschlossen und das Nachsaugerohr durch eine Capillare 
ersetzt, da die Klemmschraube allein keine geniigende Regelung 
des Luftstromes erlaubt. Um die Destillation abzubrechen, 
liBt man nach dem Abstellen des Dampfes die Temperatur 
im Kolben weiter sinken, vermehrt das Einstrémen der Luft 
durch die Capillare und unterbricht die Verbindung zwischen 
Vorlage und Pumpe. 

Die Destillationstemperatur betrigt 14—17° (bei Soxhlet 
unter Anwendung einer Kiltemischung 24—26°), die Leistung 
in der Stunde 2—3 Liter. 

Dialyse.!) Die Kollodiumdialysatoren waren bei mifiger 
Dicke fiir Invertin nicht undurchlissig, sie sind aber auch als 
leicht hydrolysierbare und leicht reduzierbare Salpetersiure- 
ester der Cellulose nicht so indifferent und harmlos wie ge- 





1) Vgl. den Abschnitt ,,Zur Dialyse“ in Abhandlung I, S. 88. 
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wohnlich angenommen wird. Wir verwenden als Dialysatoren 
die sogenannten Fischblasen des Handels und halten durch 
ununterbrochenes Einleiten von Stickstoff die Fliissigkeit in 
lebhafter Bewegung. Die Dialyse erfolgt gegen strémendes 
destilliertes Wasser und dauert gewéhnlich 3 Tage. Leider 
sind aber auch diese Dialysatoren unzuverlissig. Die Protein- 
substanz dieser Hiute unterliegt Zersetzungen, ihre stickstoff. 
haltigen Abbauprodukte gehen in die Enzymlésungen iiber. 
Uberdies ist es nicht ausgeschlossen, daB diese Membranen 
Invertin aus seinen reinen Lésungen adsorbieren. 

Zweite Bleifallung. Das Verhalten des Invertins ist 
nach der Reinigung mit Aluminiumhydroxyd noch in solchem 
MaBe von seinen Begleitstoffen abhangig, daB man fiir die 
weiteren Fillungen mit Bleiacetat nur Beispiele, aber keine 
Regeln geben kann. In unserem Versuche, den die Tabelle VII 
vollstiindiger darstellt, als es in der Beschreibung geschehen 
kann, sind */, des aus dem Tonerdeadsorbat eluierten Invertins 
bei der zweiten Fiallung mit Bleiacetat in den Niederschlag 
gegangen, wihrend in einem anderen, sonst ahnlichen Versuche, 
den die Tabelle VIII wiedergibt, die Fallung das Enzym sogar 
quantitativ enthielt. 

Dabei, aber vielmehr bei noch héherem Reinheitsgrad hat 
auch die Verdiinnung des Invertins einigen Einflu8. Wenn 
seine verdiinnte Lésung auf Zusatz von Bleiacetat klar bleibt, 
so gibt sie gewéhnlich nach dem Einengen weitere, oft noch 
betriichtliche Fiallungen. Die Konzentrationsunterschiede bei 
der zweiten Reinigung mit Bleiacetat waren nicht groB. Der 
Menge-Zeit-Quotient 1 war in unserem Versuche in 105 ccm, 
in anderen Beispielen in 75 bis etwa 200 ccm enthalten. 

Die ganze Menge der Elution versetzten wir allmiablich 
und vorsichtig mit dem Bleiacetat, indem wir mit einer Probe 
mittels einer kleinen Zentrifuge untersuchten, ob die Fliissig- 
keit noch weiteren Zusatz vertrug, ohne daB Blei in der klaren 
Lésung mit Schwefelwasserstoff nachweisbar wurde. LErforder- 
lich waren hier 20 g Bleizucker. Die Hauptmenge des Nieder- 
schlags setzte sich beim Zentrifugieren gut ab, die Restlésung 
lieB sich aber erst durch Kieselgurfiltration kliren. Diese 
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Tabelle VIL. 


Beispiel der Fraktionierung durch Bleifillung. 
I. 13 kg Brauereihefe, Zeitw. 286, M.Z.Q. 230 


¥ 
26,5 Ltr. Autolysat, Zeitw. bez. auf Trockengewicht 180, M.Z.Q.=172 
| 


Y 
Vollstiindige Bleiacetatfillung 
Elution durch Arsenat, 66°/,, M.Z.Q.=114 
| 


Y 
Tonerdeadsorbat 
| 
¥ 
Elution durch Ammoniak, 70,5°/,, M.Z.Q.=80,5, nach 
Eindampfen 71,7 (Zeitw. 2,75) 
| 


Il. Bleiacetatfillung 79°/, + Restldsung 21°/,, M.Z.Q.=15, 
eingedampft (ein Verlust 10) 
Elution deh. Arsenat, 89°/,, | 
M.Z.Q. = sas (Zeitw. 0,35) | 


Il. Bleiacetatfillung 26°), | 
+ Restlisung 74°/,, M.Z.Q.=36,8 | 
+ Y 
Elution durch Arsenat IV. Bleiessigfaillung + Restlésung 
38°/, M.Z.Q. 4,9 Elution dch. Arsenat M.Z.Q. = 42,6 
56°/, M.Z.Q.=2,3 1 


Eingeengt M.Z.Q. 8,8, eingeengt 
Dialysiert 2,3 M.Z.Q. = 30,4 
Priparat p (Zeitw. 0,29) V. Bleiessigfiillung + Restlésung 
(P-Gehalt 0,02) 1 1 
Elution durch Arsenat M.Z.Q. nach Dialyse 25 


10°/, M Z.Q.=0,53 Priiparatn, (Zeitw.0,636) 
1 (P-Gehalt 0,006) 
Dialysiert M.Z.Q. = 0,3 y 
Priparat 0 a. d. Hilfte 
(Zeitw. 0,54) eames aie 
Dieaghebisbbin 29°, 
M.Z.Q. = 3,6 


Dialysiert und eingeengt 

M.Z.Q. = 2,6 Priparat n, 

(Zeitw. 0,35—0,48) 

(P-Gehalt 0,078) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXIII. 3 
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Tabelle VIIL. 


Zweites Beispiel der Reinigung durch Bleifaillungen. 
16 Liter Neutralautolysat, M.Z.Q. 82, Zeitw. bez. auf 
Trockengewicht 250 


| 
¥ 


Erste Bleiacetatfiillung (vollstindig) 


| 
¥ 


Elution durch Phosphat, 72°/,, M.Z.Q.=59,4 


| 
Y 


Tonerdeadsorbat 
| 
Y 
Elution durch Ammoniak, 65°/,, M.Z.Q.=38,6; nach 
Eindampfen 31 


| 
¥ 


Zweite Bleiacetatfillung (vollstindig) 


Y 


Elution durch Arsenat, 84,6°/), M.Z.Q. = 26,2 
Verarbeitung der ersten Hilfte: 
Nach Ausfillen des Arsens M.Z.Q=12,35 
3. Bleiacetatfiillung 45°/, -++ Restlisung 55°/, M.Z.Q. = 6,8 


| | 
Y Y 


Elution durch Arsenat 22°/,, beim Eingeengt M.Z.Q. 5,56 


Stehen zersetzt. 1 


Dialysiert ,, 4,58 


| 
Y 


Eingeengt ,, 4,13 
Priiparat / (Zeitw. 0,20, 
P-Gehalt 0,027) 
Verarbeitung der zweiten Hiilfte: 
3. Fiallung durch Bleiessig (vollstiindig) 
| 


7 
Elution durch Arsenat 80°/,, M.Z.Q.=10,3 
| 
Y 
Nach Ausfillen des Arsens M.Z.Q.=9,2 
y 
Kingeengt M.Z.Q.=8,3 
| 
Y 


Dialysiert M.Z.Q.=6,2 
Priparat m (Zeitw. 0,29, P-Gehalt 0,3) 
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Mutterlauge (M.Z.Q.=15) wurde gemeinsam mit der die Haupt- 
menge des Invertins enthaltenden weiteren Restlésung (M.Z.Q. 
= 36,8) verarbeitet, welche die Elution des zweiten Bleinieder- 
schlags bei erneuter Fallung mit Bleiacetat hinterlieB. Die 
vereinigten, von den Bleiniederschligen abgetrennten Fliissig- 
keiten, wurden ein viertes und nach Kinengen ein fiinftes Mal, 
und zwar nun mit basischem Bleiacetat gefallt, bevor aus der 
letzten Restlésung (M.Z.Q.=25) durch Dialyse und Eindampfen 
das Analysenpraparat n,, nach erneuter Reinigung mittels der 
Tonerdeadsorption das Priparat n, hervorging. 

Diese Invertinpriparate aus den Restlésungen sind infolge 
der geniigend oft wiederholten Abscheidung von Bleinieder- 
schligen die phosphorirmsten. Ihnen steht gegeniiber das Inver- 
tin der Bleiacetatfillung, das den Phosphor mitschleppt. Aber 
auch hier gelingt es, dadurch, daB Phosphorkérper beim Eluieren 
in den Bleiverbindungen zuriickgelassen werden, sehr phosphor- 
arme Priparate zu isolieren. Zu diesem Zweck wurde das Invertin 
aus der zweiten Bleifallung durch Arsenat eluiert; aus der Elution 
(3 Liter, M.Z.Q.=50) nach Ausfaillung der Arsensiiure mit Magne- 
siumacetat, Ammoniak und Ammoniumchlorid zum dritten Male 
mit Bleiacetat (6 g) gefallt und wiederum mit Kaliumarsenat (nun 
von 0.25°/,igem mit 0,05°/, Ammoniak) freigelegt. Die Elutions- 
ausbeute belief sich dabei auf 38°/, gegeniiber 22°/, in der ent- 
sprechenden Phase des Versuchs der Tabelle VIII. Es ist wahr- 
scheinlich, daB eben dieser Schwerzerlegbarkeit der dritten oder 
einer noch spiiteren Bleifallung die enzymatische Reinheit, nament- 
lich der niedrige Phosphorgehalt dieser Fraktionen zu verdanken ist. 

Schon in der Elution aus der zweiten Bleifallung hat das 
Invertin einen die bisher beschriebene Konzentration iiber- 
treffenden Reinheitsgrad erreicht, der durch den Zeitwert 0,35 
der Lésung ausgedriickt wird. Er ist durch die weiteren 
Fraktionierungen, welche die Tabelle VII verzeichnet, nur noch 
ganz wenig verbessert worden; die Zeitwerte der Priparate »,, 
o und p senken sich bis zu 0,29, die besten Zeitwerte, die- 
jenigen der Priparate 7 und m der Tabelle VIII bis zu 0,29 
und 0,20. Die Zersetzlichkeit des an Schutzstoffen armen En- 


zyms und die Neuaufnahme von Beimischungen, hauptsichlich aus 
3 * 
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der Dialysatorsubstanz, haben die durch weitere Anwendungen 
der Adsorptionsmethoden erzielten Verbesserungen aufgehoben. 

In einem anderen, mit 18 Liter Autolysat nach Hudson 
(M.Z.Q. = 78,2) ausgefiihrten Versuche, g der T'abelle VI, er- 
reichte die Arsenatelution (M.Z.Q. = 27,8) aus der zweiten Blei- 
fallung bei einer Ausbeute von 87°/, den Zeitwert 0,26. 

Ks scheint, daB die Priparate aus den Bleifallungen, die 
schon friih im Gang der Reinigung den Hefegummi verloren 
haben, etwa vom Zeitwert 0,35 an empfindlich werden, also 
schon in der Elution aus dem zweiten Bleiniederschlag. Nach 
den weiteren Bleifaillungen ist in den Elutionen und in den 
Restlésunger die Zersetzlichkeit noch gesteigert. Die Lisungen 
werden schon bei maBigem Einengen im Vakuum enzymatisch 
schwiicher, weitere EKinbuBen an Invertin erleiden sie bei der 
Dialyse, nochmaliger Verlust trat bei vollstindigem Eindampfen 
ein. In diesen Erscheinungen war aber keine RegelmaBigkeit. 
Wir beobachteten Invertinlésungen, die ihre enzymatisthe Wirk- 
samkeit beim Stehen teilweise oder ginzlich einbiiBten, andere, 
in denen die Abnahme bis zu einem gewissen Punkt fort- 
schritt und dann stillstand, endlich auch ganz haltbare Lésungen. 
Namentlich die eingeengten reinen Lésungen nach der Dialyse 
iinderten bei wochenlanger oder sogar monatelanger Beobachtung 
ihren Invertinwert, wie die T'abelle 1X zeigt, fast gar nicht. 


Tabelle IX. 


Bestindigkeit von Invertinlésungen beim Stehen. 











Dauer Reaktionskonstante 
der 104 a Abnahme 
Nr. Priparat Beobach- | £- 10° = +. logy a—z) in 9 | 


i0 





tung expxuteretiel 
(Tage) | zu Beginn | am Ende 


1. |”, der Tabelle VII | 

















1°/,ige Lésung . . 14 240 242 0 

0,5°/,ige Lésung . 4 12,0 12,0 0 

0,5°/,ige Lésung . 14 12,3 12,2 1 
2. | der Tabelle VIII 

0,2°/,ige Lésung . 12 220 214 8 
3. |m der Tabelle VIII 

0,1°/,ige Lésung . 13 230 218 5 
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In der ersten Abhandlung lieBen wir nur die Zeitwerte 
gelten, die den trocken isolierten Invertinpraparaten (Nr. 171 
und 172, 0,86, Nr. 173, 0,725, Nr. 174, 0,67) nach dem Wieder- 
auflésen zukamen oder ausnahmsweise nach der Dialyse un- 
mittelbar vor dem Abdampfen (Nr. 174 0,55). Es war auch in 
einer Anzahl von Fallen (S. 100 und 101) schon erreicht worden, 
daB Eindampfen und Dialyse ohne Verlust verlief, wihrend in 
anderen Beispielen bei den letzten Operationen EnzymeinbuBe 
vorkam. Von den Ergebnissen der Reinigung und Fraktionierung 
nach der Bleifillungsmethode li8t sich nun ein zutreffendes Bild 
nur mit den Invertinzeitwerten der Lésungen vor den letzten 
Vornahmen geben. Daher sind in die 'abellen VI, VII und 
VIII die Zeitwerte der neuen Priparate aufgenommen, die aus 
den Trockengewichten und den enzymatischen Wirkungen vor 
dem Kindampfen berechnet sind, und diese Zahlen wurden auch 


Tabelle X. 


Abnahme der Invertinwirkung beim Eindampfen und Dialysieren. 








| 
| 














See8e | Sit 81. B8alaeeu 
same (eeceadl B22 |Ee22 (325 2/222 
Priiparat ZB wes os Be BA mae Iz aes S £2 2 
SBeS86(55+ Ages Gaea |S B2F 
"22-28 = , > = — OF see 
tee ot es 
Elution d. 2. Blei- 
fillg. Tab. VI 0,35 im 1,3 = an 
n, der Tab. VII Bleihaltig, 
nicht bestimmt 0,636 0,69 --- 
o der Tab. VII 0,54 0,95 _ — 
p der Tab. VIL 0,29 0,44 0,62 0,65 — 
1 der Tab. VIL 0,20 0,24 0,30 0,34 1,87 
m der Tab. VIII 0,29 0,325 | 0,42 0,49 _ 
i der Tab. VI — ~ 1,03 — 1,82 
g der Tab. VI 0,85 6,5 — -- — 
h der Tab. VI 0,5 8,4 swe ol oe 
f, der Tab. VI 0,82 0,95 1,05 — 1,99 
b. Zus. v. 
Gummi 
4,120.Zus. 
f, der Tab. VI 0,44 0,51 0,69 — — 
e der Tab. VI filtriert 0,67 0,9 —_ 2,1 
d der Tab. VI 0,93 1,25 2,1 = oe 
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hier angefiihrt. Wenn keine Ausflockung eintrat und keine Fil- 
tration nétig war, so setzte man also die Invertinwirkungen 
der Klutionen und der Restlésungen vor dem Einengen, Dialy- 
sieren und Abdampfen in die Rechnung ein. Diese Darstellung 
der Reinheitsgrade soll in der Tabelle X durch die viel un- 
giinstigeren Zahlen erginzt werden, welche die Invertinpriaparate 
nach den letzten Operationen ergeben haben. 

Die neuen Priparate geben, wie die foleende Zusammenstel- 
lung zeigt, keine charakteristischen Reaktionen, manche liefern 
zwar mit Pikrinsiure und mit Phosphorwolframsaiure Nieder- 
schlige oder Triibungen, aber wahrscheinlich nur infolge von Ver- 
unreinigungen, die aus der Substanz des Dialysators stammten. 


Verhalten einiger Invertin-Priparate. 














Abhandlg. I, |Abhandlg. I], 
Nr.173u.174) yy. 19 l my 
(Zeitwert Ze; be - (Zeitw. 0,2) {(Zeitw. 0,636) 
0,72—0,85) | “eitw. 1,0) | oosenig | 0,5%ig 
0,2 °/oig 0,5 "/oig 
Bleiacetat. . .]| schwacher 
Niederschlag _ — — 
Bas. Bleiacetat . starke 
Fallung wae Tribung a 
Uranylacetat. . —- - ~— — 
Fehlingsche ein wenig 
Lésung. . . oat Niederschlag — — 
Fehling nach 
Erhitzen mit 
Glure ... -- reduziert — _— 
Millonsche Re- 
aktion ... -- ast ie Ca 
Biuretprobe . . — aan ile = 
Probe von 
Molisch . . — positiv — coe 














C. Phosphorgehalt der Praparate. 
1. Die analytischen Methoden. 
Von den folgenden analytischen Angaben, die sich auf die 


verschiedenen Priparate und auf verschiedene Fraktionen der 
wenigen genauer untersuchten Praparate beziehen, sind allein 
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die den Phosphorgehalt betreffenden abschlieBend. Dagegen 
sind die C-, H- und N-Bestimmungen nur Vorarbeiten, welche 
die Mingel unserer priparativen Methoden aufdecken sollen. 
Namentlich die Stickstoffgehalte des Invertins sind noch wesent- 
lich gefailscht durch Beimischungen, die bei der Fortfiihrung 
der Versuche vermieden werden miissen. 

Die Grundlagen unserer analytischen Angaben werden in 
einer demnichst folgenden Abhandlung von R. Kuhn: ,,Zur 
Mikrobestimmung der Phosphorsiure“ eingehend behandelt. 
Darin wird erreicht, daB die alkalimetrische Bestimmung der 
Phosphorséure im Molybdatniederschlag sowie die gravimetrische 
Bestimmung als Molybdat bis zu sehr geringen Phosphormengen 
anwendbar werden (die maBanalytische bis unterhalb von 0,1 mg P, 
die gewichtsanalytische bis 0,03 mg P) und das Gebiet der 
nephelometrischen Phosphorbestimmung (ungefihr von 0,2 mg P 
an abwirts) betrichtlich iiberschneiden. Die bisherige Liicke 
zwischen der tiblichen analytischen Bestimmung und der nephelo- 
metrischen suchten schon H. v. Euler und O. Svanberg?) in 
ihrer Arbeit itiber den Phosphorgehalt des Invertins zu iiber- 
briicken. Fir das Bereich von 0,1—0,5 mg P empfehlen vy. Euler 
und Svanberg eine auf + 10°/, genaue Mikrobestimmung, die 
auf empirischer Kalibrierung der so geringen Phosphorsiure- 
mengen bei der Titration der Molybdatfallung mit n/2 NaOH 
beruht, 

Die folgenden Phosphoranalysen, ausschlieBlich Mikro- 
bestimmungen, sind nach Zerstérung der organischen Substanz 
durch die Soda-Salpeterschmelze in einem Platinschiffchen zum 
Teil nach dem Verfahren von H. Lieb?) gravimetrisch aus- 
gefiihrt, zum Teil nephelometrisch nach H. Kleinmann.’) Die 
Gewichtsbestimmungen werden bis zu P-gehalten von 0,3 oder 
0,2°/, angewendet und zwar bei so phosphorarmen Priparaten 
mit 20—10 mg Substanz entsprechend 0,05—0,03 mg P und 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 282 (1921). 
*) H. Lieb in F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 
Berlin 1917; H. Lieb in Abderhaldens Hdb. d. biolog. Arbeitsmethoden, 
Abt. I, Teil 3, Liefg. 16, S. 384 (1921). 
8) Biochem. Zs. Bd. 99, 8.19, 45, 95, 115, 150 (1919). 
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2—3 mg Molybdatfaillung; der mégliche Fehler betrug + 2°), 
vom gefundenen P. 

Fiir die noch viel phosphorirmeren Priparate z. B. In- 
vertin mit 0,006°/, P war die mit Strychninphosphormolybdat 
in salzsaurer Lésung ausgefiihrte nephelometrische Bestimmung 
nach H. Kleinmann sehr befriedigend. Die Phosphormengen 
gingen herunter bis 0,0006 mg in 25 ccm, die angewandte Sub- 
stanz betrug 10 mg, der Molybdatniederschlag wiirde 0,05 mg 
ausmachen, der mdgliche Fehler stieg auf + 10°/, vom ge- 
fundenen P, bei etwas gréBeren Mengen nur auf + 5°/. 

Die Phosphorbestimmung in den infolge der Elution durch 
Arsenat aus Bleifaillungen arsenhaltigen Priaiparaten geschah 
mikroanalytisch nach Entfernung des Arsens entsprechend der 
von P. Jannasch und T. Seidel?) empfohlenen ,,Bestimmung 
und Trennung des Arsens durch einfaches Kochen seiner salz- 
sauren Lésung bei Gegenwart von Hydrazinsalzen und Brom- 
kali‘. Das Arsen selbst ermittelten wir ebenfalls mikroana- 
lytisch nach dem in F. P. Treadwells Quantitativer Analyse 
(7. Aufl., 1917, S. 172) angefiihrten Verfahren von C. R. Sanger 
und O. F. Black,?) in diesem Falle nach Veraschung mit 
Neumannschem Sauregemisch. 


2. Phosphorhaltiges Invertin. 


Unsere Bestimmungen des organisch gebundenen Phos- 
phors in den nach Willstitter und Racke mittels der Ad- 
sorptionsmethode gereinigten Praparaten zeigt in Ubereinstim- 
mung mit den Ergebnissen von H. v. Euler und O. Svanberg 
Proportionalitiit zwischen Phosphorgehalt und enzymatischer | 
Wirksamkeit. Das Produkt Zeitwert x °/, P liegt in einigen Bei- 
spielen von sehr weit differierendem Reinheitsgrad (Minuten- 
wert 12—1) und aus sehr verschiedenen Darstellungsweisen in 
den engen Grenzen 2,2—2,4. Fiir die Priparate von Euler 
und Svanberg berechnet sich allerdings ein etwas niedrigeres 
Produkt, nimlich 1,44 und 1,53. Diese Differenz kénnte wohl 
dadurch erklirt werden, daB andere kohlehydratspaltende KEn- 





1) Jl. fiir prakt, Chem. (Bd. 2), &. 91, 133 (1914/15). 
2) Jl. Soc. Chem. Ind. Bd. 26, S. 1115 (1907). 
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zyme, die in ihrer Zusammensetzung der Saccharase nahe stehen 
wiirden, diese in wirksamem oder verdorbenem Zustand begleiten 
und zwar bei verschiedenen Hefen in verschiedenen Mengenverhilt- 
nissen. Der Quotient Saccharasezeitwert: Raffinasezeitwert be- 
trigt z. B. bei Léwenbrauereihefe ungefahr 11,3, bei dinischer 
Brauereihefe nur 5,1.1) Auf ein und dieselbe Menge Saccharase, 
die gemessen wird, kann bei Verarbeitung verschiedener z. B. 
bayerischer oder schwedischer Brauereihefe, eine mehr oder 
weniger groBe Menge ahnlich zusammengesetzter anderer Zucker- 
enzyme treffen und bei allen Adsorptionsvorgingen mitgehen. 
Es ist schon bekannt,”?) da8 nicht einmal die Elution eines 
Saccharase-Maltase-Adsorbates in Tonerde durch Saccharose 
oder Maltose oder eines Saccharase-Raffinase-Adsorbates durch 
Saccharose spezifisch genug ist, um die zwei Enzyme zu trennen 
oder auch nur das Verhiltnis zwischen ihnen zu verschieben. 






































; Zeit- Angew. Gef. Molyb- a 
Priparat Substanz| datfillung oe? ; 
wert Zeitwert 
(mg) (mg) 
Nr. 1. Invertin aus 
fraktioniert. enzy- 
mat. Entleerung, 
1. Prip., Abh. I, 
. xe 12,10 14,31 1,72 2,41 
Nr. 2. Ebenso, 2. Pri- 
parat. . . . .| 1,0 | 10,24 15,23 2,16 2,16 
Nr. 3. Invertin, Rei- 
nigung nur durch 
Tonerdeadsorbat, 
Elut. m. Phosph., 
Dialyse, Aceton- 
fillung . . . .| 12,0 | 23,44 2,96 0,183 2,20 
Nr. 4, And. Priip., 
ihnlich gereinigt| 4,7 | 17,10 5,93 0,504 2,37 





1) R. Willstitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921); 
mit dem Maltasezeitwert gibt der Saccharasezeitwert noch viel weiter 
differierende Quotienten, vgl. R.Willstatter und W. Steibelt, Diese Zs. 
Bd. 115, S. 211 (1921). 

*) R. Willstitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921). 
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Gesetzt, das invertin und die ahnlichen Enzyme seien Phos- 
phorverbindungen, dann wire der Phosphorgehalt ein besseres 
MaB fiir die enzymatische Reinheit und Konzentration eines 
Praparates als die spezifische Zuckerspaltung durch eine Enzym- 
komponente. 

Die Kombination der Bleifallung und Tonerdeadsorption 
fiihrte bei einigen der ersten Beispiele zu den Priparaten d 
und ~ der Tab. VI mit zwar noch hohem Phosphorgehalt, 
aber doch niedrigerem Produkt aus demselben mit dem Zeit- 
wert, Es handelt sich nur um organisch gebundenen Phosphor; 
5,30 mg Priparat 7 gaben, bei 70° mit dem Molybdinreagens 
versetzt in 24 Stunden keine T'riibung. 
































‘ Angew. | Gef. Molyb- 
Priparat nal Substanz| datfillung r Ci, nee I : 
wert Zeitwert 
(mg) (mg) 
Nr. 5. Priiparat d der 
Tabelle VI. . .}| 0,9 | 11,23 9,70 1,25 1,13 
Nr. 6. Priparat z der 
Tabelle VI. . -]} 1,0 12,60 15,85 1,83 1,83 


Bei zwei weiteren Priparaten f, und f, (Tab. VI) gelang 
es noch ohne wesentliche Verbesserung des Verfahrens die 
Phosphorzahl weiter herabzumindern. Sie war nicht mehr dem 
Zeitwert umgekehrt, sondern annihernd direkt proportional. 




















Nr. 7. Priparat 7, 

der Tabelle VI .} 0,82 16,74 6,49 0,57 — 
Nr. 8. Priiparat f, 

der Tabelle VI .| 0,44 9,99 2,24 0,33 = 


38. Fraktionierung des Invertins. 


Daraus geht hervor, da fiir die hohe Phosphorzahl, zum 
mindesten fiir 90°/, des Phosphors, ein oder mehrere hart- 
nickige Begleiter verantwortlich sind. Entweder haben sie 
sich bei den Priiparaten 7, und f, in den Restlésungen an- 
gereichert, oder die Elution des Bleiniederschlags, und zwar 
der zweiten Fallung, ist fiir die Saccharase spezifischer ge- 
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worden. Uber diese Moéglichkeiten 14Bt sich bei der zweiten 
Bleifallung durch eine Fraktionierung entscheiden, nimlich 
durch den Vergleich des Invertins in der Restlésung A (Tab. VI) 
von der Bleifallung und in der Elution des Niederschlags g. 


Nr. 9. Restlésung h, Zeitwert 0,50. 


23,90 mg gaben 3,72 mg Molybdatfillung. — Nach Pregl] gaben 
5,982 mg Substanz 0,075 mg Asche, 9,83 mg CO, und 3,31 mg H,O. — 
Mikro-Dumas: 5,106 mg gaben 0,656 cem trockenen Stickstoff (nach der 
Preglschen Korrektur von 2°/,) bei 21,0° und 720 mm. — Bestimmung 
des leicht abspaltbaren Ammoniaks nach dem Vorbild des Mikro- Kjeldahl. 
6,195 mg gaben bei erschdpfender Destillation mit 20°/, iger Kalilauge 
Ammoniak entspr. 0,700 cem n/70-HCl, d. i. 2,26°/, N (2,29°/, fiir asche- 
freie Substanz). 


Nr. 10. Elution g aus der zugehdorigen Bleifillung, 
Zeitwert 0,85. 


5,382 mg gaben aus der Asche der nachstehenden Elementaranalyse 
15,06 mg Molybdatfillung. — Nach Pregl gaben 5,382 mg Substanz 
0,730 mg Asche, 6,99 mg CO, und 2,98 mg H,O. — Mikro-Dumas: 
2,710 mg gaben 0,297 cem trockenen Stickstoff (korr.) bei 20,5° und 723 mm. 
— Bestimmung des abspaltbaren Ammoniaks. 8,725 mg gaben bei der 
Destillation mit 20°/, iger Kalilauge Ammoniak entspr. 2,03 cem n/70-HCl, 
d. i. 4,65°/) N (5,25°/, fiir aschefreie Substanz). 


9) Priip. h 10) Priip. g 
Asche= 1,84 °/, Aschefreie Subst. Asche=15,73°/, Aschefreie Subst. 
P = 0,226 P = 4,06 
C =48,03 C = 48,689/, C =35,42 C = 42,03°/, 
H = 6,64 H= 6,73 H = 6,20 H= 17,36 
N =14,13 N = 14,32 N =12,13 N = 14,39 


Der Phosphorkérper hat sich in dem gefillten Anteil an- 
gereichert und ist vollstindiger als bei den Praparaten f, und f, 
eluiert worden. Es wird daher erreichbar sein, durch wieder- 
holte fraktionierte Fallung mit Bleiacetat die Restlésung noch 
irmer und frei von Phosphor zu gewinnen. Schwieriger ist 
es, im gefallten Anteil den Phosphor abzutrennen. Wenn aber 
schon in den Hefeausziigen die Anwesenheit der Phosphorsiure 
unvermeidbar ist, so sind doch die Phosphate wenigstens als 
Kluentien zu umgehen. Der hartnickig anhaftende Phosphor 
kann in Form von adsorptiv festgehaltenen, sehr trige dialysier- 
baren Phosphationen vorliegen. Zu ihrer Entfernung kommt 









| 
| 
| 
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nach den eindringenden Untersuchungen von W. Pauli?) an 
anorganischen Kolloiden und nach den wichtigen Beobachtungen 
von M. Samec?) iiber Amylophosphorsiéure entweder Elektro- 
dialyse oder Ersatz durch analytisch leicht zu unterscheidende, 
isomorphe Ionen in Betracht. Der letztere Weg, nimlich die 
Anwendung von Arsensiure statt der Phosphorsiure fiihrt bej 
der Elution der invertinhaltigen Niederschlige zum Ziel, da 
sowohl die Tonerdeadsorbate wie die Bleifallungen sich gegen 
Arsenate, iibrigens auch gegen andere dreiwertige Anionen wie 
Citrate, quantitativ ebenso wie gegen Phosphate verhalten. 
Auf diese Weise ist bei der Restlésung 7 zum ersten Male 
erreicht, daB der Phosphorgehalt 10 mal niedriger ausfallt als oben 
bei der Restlésung A und bei der zu / gehérenden Elution der Blei- 


fillung m. 
Nr. 11. Restlésung /, Zeitwert 0,20. 

17,194 mg gaben nach Abdestillieren des Arsens nephelometrisch 
0,0047 mg P. — Nach Pregl] gaben 5,801 mg Substanz, 0,226 mg Asche, 
8,997 mg CO, und 2,57 mg H,O. — Mikro-Dumas: 2,492 mg gaben 
0,280 ecm trockenen Stickstoff (korr.) bei 22,59 und 715 mm. — 10,48 mg 
gaben 1,40 mg phosphataaltiges Ammoniumarsensidurestrychninmolybdat 
(vgl. die Phosphorbestimmung von G, Embden.?) 


Nr. 12. Elution m, Zeitwert 0,29. 

11,03 mg gaben 2,27 mg Molybdatfillung. — 9,19 mg gaben nach 
Abdestillieren des Arsens nephelometrisch 0,0273 mg P. — Nach Preg! 
gaben 6,162 mg Substanz 0,947 mg Asche, 8,705 mg CO, und 3,435 mg 
H,O. — Mikro-Dumas: 2,001 mg Substanz gaben 0,272 ccm trockenen 
Stickstoff (korr.) bei 19,0° und 708 mm. 


11) Priip. / 12) Prip. m 
Asche= 3,90 °/, Aschefr. Subst. Asche=15,37 °/, Aschefr. Subst. 
P = 0,027 P = 0,297 
As = 0,3+0,2 As = 0,000 
C =42,30 C = 44,02, C =88,53 C = 45,53°/, 
H = 4,96 H= 5,16 H = 6,24 H= 1,37 
N =12,21 N = 12,71 N =14,80 N = 17,49 





1) Der allgemeine Bauplan der Kolloide, Kolloid-Zs. Bd. 28, 2, 
S. 49 (1921). 

2) Kolloidchem. Beihefte Bd. 6, S 23 (1914); M. Sameec und 
H. Haerdtl, IX. Mitt., ebenda, Bd. 12, S. 281 (1921). 

’) Abderhaldens Hdb. d. biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 3, 
Heft 5, S. 913 (1921). 
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Die Kombination der fraktionierten Bleifallung und der 
Arsenatelution fiihrte in dem Versuche der Tabelle VII zum 
Ziel. Nach 5 Fallungen, davon 4 fraktionierten, mit Bleiacetat 
und Bleiessig wurde eine Restlésung nm, gewonnen, die noch 
35°/, des vor der ersten Fraktionierung vorhandenen Invertins 
enthielt mit einem Phosphorgehalt von nur mehr 0,006°/,. 
Auch in dem gefillten Anteil p (Zeitwert 0,29) war der Phos- 
phorgehalt auf 0,02°/, herabgedriickt. 


Nr. 13. Restlésungm,, Zeitwert 0,50. 


10,10 mg gaben nach Abdestillieren des Arsens 0,00065 mg P. 
71s. » * x » » 06006 . PB 


Nr. 14. Elution p, Zeitwert 0,29. 
10,70 mg gaben nach d. Arsendestill. nephelometrisch 0,00219 mg P. 


Prip. n, Prip. p 
P = 0,0064°, P = 0,021°, 
P = 0,0061 


D. Abhangigkeit des Invertins von der Verteilung 
und der Reinheit. 
I. Theoretischer Teil. 


Die leitende Betrachtung in diesen Arbeiten griindet sich 
auf die Beobachtung, daB sich das Invertin mit Begleitstoffen 
assoziiert findet, die auf einen gewissen Teil seiner Eigen- 
schaften Einflu8 haben, und sie gipfelt in der Auffassung, daB 
das Enzym aus einem kolloiden Komplex besteht, dessen aktive 
Gruppe rein chemisch wirkt. Fir die Kinfliisse der Begleit- 
stoffe und der Verteilung sollen die Grenzen gesucht werden. 
Wie weit sind die Eigenschaften des Invertins vorgetaiuscht 
oder verhillt durch die zufillig mit ihm vergesellschafteten 
Stoffe und wie weit ist die Wirkung des Invertins von seinen 
kolloiden Eigenschaften bedingt? Wenn die Wirkung des In- 
vertins auf den Rohrzucker rein chemisch, nicht als Kolloid- 
funktion erklirt wird, also ohne Abhingigkeit von Verteilung 
und TeilchengréBe, ist es dann doch méglich, daB die en- 
zymatische Aktivitat mit dem kolloiden Zustand des Enzyms 
steht und fallt? 














46 Richard Willstitter, Johanna Graser und Richard Kuhn. 


Diese Fragen scheinen nicht beantwortet, kaum gestellt 
zu sein. Entweder wurden die Enzymwirkungen vom Stand- 
punkt des Massenwirkungsgesetzes und der Theorie der Elek- 
trolytlésungen, oder sie wurden als Kolloidphinomene betrachtet. 


1. Zur Geschichte. 


W. M. Bayliss!) wie auch G. 8S. Hedin’) sowie J. M. 
Nelson’) betrachten den Primirvorgang der Enzymreaktion 
nicht als spezifisch chemisch, sondern physikalisch. Die Ab- 
hingigkeit der Invertinwirkung von der Rohrzuckerkonzentration 
und die Invertinkinetik sucht Nelson als Adsorptionsvorginge 
kolloidchemisch zu erkliren. Nach Bayliss kommt die En- 
zymwirkung zustande durch eine spezifische Adsorption des 
Substrats an Enzymteilchen nicht als eine Zwischenreaktions- 
katalyse infolge chemischer Affinitét zwischen Enzym und 
Substrat, sondern durch bloBe Konzentrationserhéhung der 
Komponenten Substrat und Wasser an den Grenzfliichen der 
Enzymteilchen. “We may suppose that, in hydrolysis, for 
example, the substrate is brought in to intimate relation with 
water on the surface of the particles of the enzyme.“ “It 
must be understood, that adsorption is merely a preliminary 
stage, and that, after it has taken place, the proper chemical 
reaction makes its appearance. The rate at which this reaction 
proceeds is controlled by mass-action on the part of the ad- 
sorbed substances and is, therefore, in proportion to the amount 
adsorbed.“ ‘) 

Wiirde man aber in das Massenwirkungsgesetz im Sinne 
von Bayliss statt der ganzen Konzentration des Rohrzuckers 
nur seinen vom Enzym adsorbierten Anteil als aktive Masse 
einsetzen, so kime man nach L. Michaelis ) zu einem Wider- 





1) The Nature of Enzyme Action, 3. Aufl., London (1914). 

?) Die physikalische Chemie und ihre Beziehungen zur Biologie, 
Wiesbaden (1916). 

3) J. M. Nelson u. W.C. Vosburgh, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 39, 
S.790(1917); vgl. W. C. Vosburgh, Diss. Columbia University 1919, ferner 
K. G. Falk, The Chemistry of enzyme actions, 8. 100ff., New-York (1921). 

4) A.a,O., S. 107 u. 108. 

5) Biochem. Zs. Bd. 115, 8. 269 (1921). 
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spruch mit der Affinitétskonstante, die dieser mit der Gesamt- 
konzentration des Rohrzuckers als aktiver Masse ableitet. 

Wihrend Bayliss die Adsorption spezifisch annimmt, 
gipfeln die Forschungen iiber Fermentwirkung, besonders iiber 
die Spaltung von Polypeptiden durch Hefeausziige, von E. Ab- 
derhalden und A. Fodor,}) von A. Fodor?) allein und von 
E. Abderhalden und H. Handovsky*) in der Annahme 
einer allgemeinen Adsorption von Substrat an Enzym. _,,Es 
ist also nicht die Kombination von Substrat und Ferment 
spezifisch, sondern die Spaltung als solche.“*) Fiir die spe- 
zifischen Knzymwirkungen wird die Méglichkeit chemischer 
Reaktion, namlich sekundirer, zwischen Enzym und Substrat 
in den Adsorbaten eingeriumt. 

Die Enzyme erscheinen nach Fodor®) als Biokolloide aus 
den Gruppen chemisch bekannter Verbindungen, die ihre Wir- 
kungen besonderen Dispersitiitsgraden verdanken. Invertin®) 
wird als Hefegummi, peptidspaltendes Ferment") als Hefephos- 
phorproteid erklirt. 

Die Annahme primirer Adsorptionsvorginge vermeidet die 
dieser kolloidchemischen Betrachtung entgegengesetzte Theorie 
von L. Michaelis,’) welche die Kinetik der enzymatischen 
Rohrzuckerhydrolyse nach den fiir homogene Liésungen gel- 
tenden Gesetzen verfolgt. Aus dem Einfiu8 der Spaltungs- 
produkte auf die Anfangsgeschwindigkeit und aus den Anfangs- 
geschwindigkeiten bei verschiedenen Substratkonzentrationen 
berechnet Michaelis in dieser grundlegenden Arbeit fiir die 
enzymatische Rohrzuckerspaltung zum ersten Male die Affinitits- 
konstante eines Enzyms zu seinem Substrat. 





1) Fermentforschung Bd. 1, S. 533 (1916); Bd. 2, S. 74 (1917); Bd. 2, 
S.151, 211 u. 225 (1918); Bd. 4, S. 191 (1920). 

*) Fermentforschung Bd. 3, 8. 193 (1919); Bd. 4, S. 209 (1920). 

’) Fermentforschung Bd. 4, 8. 316 (1920/21). 

*) E, Abderhalden u. H. Handovsky, Fermentforschung Bd. 4, 
S. 316 (1920/21) und zwar 326. 

5) Das Fermentproblem, Verlag v. Th. Steinkopff (1922). 

6) Das Fermentproblem, 8. 177 u. 233 (1922). 
7) Das Fermentproblem, S. 156 (1922). 
8) L. Michaelis u. M. L. Menten, Biochem. Zs. Bd.49, §.333 (1913). 
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Am entschiedensten sind die enzymatischen Vorgiinge 
chemisch aufgefaBt bei H. v. Euler’) und seinen Mitarbeitern, 
was nicht so sehr bei Bestimmungen der Affinitit des Enzyms 
zum Substrat und seinen Spaltprodukten hervortritt, wie be- 
sonders in den Untersuchungen der Vergiftung?) durch Amine 
oder durch Schwermetallsalze. Diese Erscheinungen werden 
auf einfache chemische Modelle —uriickgefiihrt; so werden aus 
Bestimmungen der Affinitit zwischen Aldehyden und Aminen 
und aus dem Vergleich mit der Enzymvergiftung indirekte Auf- 
schliisse iiber die chemisch wirksamen, aktiven Gruppen der 
Enzymmolekiile gesucht. 


2. Unabhingigkeit von Begleitstoffen. 


Die Assoziationen des Invertins mit den begleitenden Fremd- 
kérpern sind belanglos fir die quantitativen Verhiltnisse der In- 
vertinwirkung. Dieser Satz ist die Grundlage der quantitativen 
Analyse, mit der nach dem Vorbild der Peroxydase *) das Invertin 
auf seinem Weg von der lebenden Hefe (Invertinzeitwert z. B. 340) 
bis zu seiner 1600 fachen Konzentration in den letzten Pri- 
paraten (Zeitwerte 0,3—0,2) verfolet wird. Der Satz von der 
quantitativen Erhaltung der enzymatischen Wirkung ist aber 
auch belegt und bestitigt durch viele hunderte von Analysen, 
mit denen dieser lange Weg widerspruchslos kontrolliert wird. 
Die Invertinwirkung bleibt quantitativ erhalten von der Reaktion 
an, die der lebende Pilz auf den Rohrzucker ausiibt bis zu 
dessen Hydrolyse durch das von Kohlehydraten, EiweiSstoffen, 
Phosphorverbindungen véllig befreite Invertinpriparat. Natiir- 
lich gibt es auf diesem Wege viele Verluste, so daB z. B. nur 
1/, des Hefeenzyms rein gewonnen wird. Aber das sind Ver- 
luste von derselben Art, wie wenn ein Alkaloid, Glucosid oder 
Farbstoff aus kompliziertem Ausgangsmaterial isoliert wird. 





1) Chemie der Enzyme, 2. Aufl., 1. Teil, Verlag J. F. Bergmann (1920). 

2) H.v. Euler u. O.Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, 58. 330 
(1920); Bd. 4, S. 29, 90 u. 142 (1920/21). 

8) R. Willstatter u. A. Stoll, Liebige Ann. der Chem. Bad. 416, 
S. 21 (1917/18). 
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Findet man bei der Autolyse der Hefe mehr als 100°/, 
ihres Invertins in dem Hefesaft, dann ist die Erscheinung von 
ganz besonderen Bedingungen der enzymatischen Hefeaufliésung 
abhingig und ist als Neubildung des Invertins verstanden 
worden. Findet man im Autolysat weniger als 100°/,, dann 
ist der Rest in den Heferiickstanden anzutreffen. Ist die Aus- 
beute im Autolysat gering, so wird erkannt, da8 der spezifische 
Abbau der das Enzym abschlieBenden Membran unvollkommen 
war. Fallt man das Invertin aus einer Lésung, z. B. mit Blei- 
acetat aus, so ist die Summe von Enzym in der Mutterlauge 
und in der Fallung gleich dem angewandten Enzym. Man 
kann zwar das Invertin nicht im Bleiniederschlag bestimmen, 
aber man findet es spiter, je nachdem man es besser oder 
weniger gut eluiert, zu 70—90°/, in den Eiutionen wieder. 

Daher rechnet man bei der priparativen Arbeit, gleich- 
viel in welchem Zustand und Reinheitsgrad das Enzym vor- 
kommt, mit einem der Enzymmenge proportionalen, additiven 
MaBe, dem Menge-Zeit-Quotienten. ') 

Diese analytische Methodik ist mit Ansichten anderer 
Forscher iiber den EinfluB der Begleiter unvereinbar, die be- 
sonders deutlich vor kurzem A. Kiesel?) ausgesprochen hat: 
»Hrstens wird der quantitative Vergleich verschiedener Objekte 
und Individuen in bezug auf Fermentgehalt unrichtig, da wir 
nur auf Grund der fermentativen Wirkung eine Vorstellung 
iiber die Quantitit des Ferments bekommen, die fermentative 
Wirkung aber von den Beimengungen héchst beeinfluBt wird. 
Zweitens kénnen die anwesenden fremdartigen Ké6rper der 
Titigkeit des Ferments einer zum Angriff dargebotenen Sub- 
stanz gegeniiber hinderlich, einer anderen gegeniiber aber ohne 
KinfluB oder sogar behilflich sein.“ 

Unsere entgegengesetzte Anschauung bot die Grundlage 
fir die Methode der Zeitwertquotienten*) zur Untersuchung 





1) I, Abhandlung, S. 8. 
2) Diese Zs. Bd. 118, S. 284 (1921/22). 
3) R. Willstaitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 199 (1921); 
R. Willstitter u. R. Kuhn, ebenda, Bd. 115, S. 180 (1921); R. Will- 
stitter u. W. Csanyi, ebenda, Bd. 117, 8.172 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 4 
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der Enzymspezifitat. Um zu erfahren, ob die Hefe fiir die 
Spaltung verschiedener Substrate ein und dasselbe Enzym an- 
wendet oder eine Mehrzahl von Enzymen zur Verfiigung stellt, 
z. B. fir Maltose und w-Methylglucosid, oder fiir «-Methyl- und 
a-Phenylglucosid, oder fiir Saccharose und Raffinose, und um 
analog Emulsin auf Zahl und Spezifitat seiner Enzymkompo- 
nenten zu priifen, wurden die Quotienten der verschiedenen 
enzymatischen Wirkungen verfolgt. Beispielsweise ergibt der 
Quotient der Zeitwerte fiir @-Methylglucosid: Maltosespaltung 
keine konstante Zahl. Er bewegt sich bei verschiedenen 
Brauereihefen zwischen 7,7 und 0,9 und fillt noch tiefer bei 
Brennereihefen. Daraus geht hervor, daB die Hefe fiir diese 
Hydrolysen verschiedene Enzyme ausbildet. 

Die Bestimmung dieser Zeitwertquotienten widerlegt An- 
sichten wie die angefiihrten von A. Kiesel. Es hat sich 
namlich dabei das Verhiltnis der Saccharase- zur Raffinase- 
wirkung in einer Anzahl von Priaparaten der verschiedensten 
Reinheitsgrade genau konstant gezeigt. ,,Es ist bemerkenswert, 
wie konstant bei einer langen Reihe verschiedenartig aus- 
gefiihrter Operationen, welche die Méglichkeit einer Fraktio- 
nierung bieten, das Verhiltnis der beiden enzymatischen Wir- 
kungen bleibt.“ Bei der Freilegung und dem Herauslésen aus 
der Hefe, ,,bei der Entfernung der KiweiBkérper aus wibBrig- 
acetoniger Loésung, die nicht ohne Verlust von Enzym statt- 
zufinden pflegt, bei der Adsorption mit verschiedenen Mitteln, 
bei der Elution aus den Adsorbaten, beim Fallen mit orga- 
nischen Lésungsmitteln, bei den 6fters unter betriichtlichem 
Enzymverlust ausgefiihrten Vornahmen der Dialyse und des 
Eindampfens ist keine Anreicherung einer Enzymkomponente 
eingetreten.“ +) 

Die Begleitstoffe vermégen die Invertinwirkung in quan- 
titativer Beziehung also nicht zu beeinflussen, weder die Kinetik, 
noch die Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration, 
noch die Beziehung zur Rohrzuckerkonzentration. Mit unseren 
reinsten Invertinpraparaten bestimmten wir?) die Dissoziations- 





1) a. a. O., Bd. 115, S. 191 (1921). 
*) Die Versuche werden in einer spiiteren Mitteilung angefihrt. 
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konstante der Saccharase-Saccharose-Verbindung bei 30° gleich 
0,029 in genauer Ubereinstimmung mit H. v. Euler undJ .Laurin.}) 
Im zweiten Abschnitt des folgenden experimentellen Teils wird 
ferner die von L. Michaelis in der angefiihrten Arbeit ,,Die 
Kinetik der Invertinwirkung“ theoretisch abgeleitete Reaktions- 
eleichung an unseren reinen Priparaten gepriift und bei der Mehr- 
zahl von ihnen (iiber eine Ausnahme vgl.Tab. XIII, 8. 70) ebenso 
geltend gefunden wie bei den Gemischen des Enzyms mit 
1000 mal mehr Begleitstoffen. Dabei wird beobachtet, daB die 
Invertinkinetik, die nach L. Michaelis und H. Davidsohn?) 
von der Wasserstoffzahl unabhiingig sein soll, von dieser im 
Gegenteil stark beeinfluBt wird. Die fiir den monomolekularen Ver- 
lauf der Rohrzuckerspaltung berechnete Konstante finden wir in 
Ubereinstimmung mit L. Michaelis bei optimalem p, ansteigend, 
aber fallend in der Nahe des Neutralpunktes, ohne daB etwa wih- 
rend der Bestimmung Enzym durch Zersetzung verloren geht. 


3. Unabhangigkeit von der Verteilung. 

Die Invertinwirkung ist auch unabhingig von dem ge- 
samten Kolloidsystem, in welches das Enzym eingebettet ist, 
von der Teilchengré8e, von der Verteilung. Auf diesem, den 
Anschauungen von A. Fodor’*) entgegenstehenden Satz be- 
ruhen, durch die Erfahrungen ihn bestatigend, die Adsorptions- 
methoden zur Reinigung und Fraktionierung des Invertins. 
Aus den Invertinlésungen, z. B. den frisch dargestellten Auto- 
lysaten, kann man ohne Anderung des enzymatischen Wertes 
eine Menge kolloider Begleitstoffe, namentlich KiweiBkérper, 
mit Kaolin beseitigen oder noch mehr mit Bleiacetat ausfillen. 
Und ohne daB die enzymatische Leistung beriihrt wird, liBt 
sich das Invertin auf oberflichenaktiven Stoffen niederschlagen. 
Ks wurde schon Ofters bemerkt, daB die Adsorbate, z. B. das 
mit Tonerde gebildete, das Invertin unverindert wirksam 
enthalten. Aber wenn der Beweis auch fiir die praktische 
Anwendung des Adsorptionsverfahrens, das keinen Verlust be- 


') Diese Zs. Bd. 110, 8. 55 (1920). 
*) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 
°) Das Fermentproblem, 1922. 
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dingen soll, geniigt, so scheint er doch fiir den quantitativey 
Vergleich von geléstem und adsorbiertem Invertin ohne strenge 
Geltung zu sein, da unter den Bedingungen der Bestimmung 
das Knzym vom Rohrzucker eluiert wird. Die Zerlegung des 
Adsorbates mittels der Rohrzuckerlisung ist aber nicht eine mo- 
mentane, sondern sie hat sich als ein Zeitphinomen erwiesen..) 

In den gleichzeitigen Arbeiten von J. M. Nelson und 
D. J. Hitchcock?) und von Willstatter und Kuhn’) wird 
unter Bedingungen, unter denen die Zuckerlisung das Invertin- 
adsorbat nicht eluiert, der Wert von adsorbiertem und von 
geléstem Invertin verglichen und iibereinstimmend gefunden. 
Wahrend Nelson und Hitchcock mit von gewissen Tier- 
kohlesorten gebildeten, nicht eluierbaren Adsorbaten arbeiten, 
fanden wir, da8 Tonerdeadsorbate zwar von Rohrzucker + 
Phosphat, indessen nicht von Rohrzucker + Natriumacetatpuffer 
zerlegt werden. Das Invertin wirkt aber unter diesen Um- 
stiinden quantitativ wie in wiBrigem Medium. 

Die quantitativ bestehende Unabhingigkeit von der Ver- 
teilung erhellt auch aus einem einmal in anderem Zusammen- 
hang erwahnten Versuche*) der teilweisen Zerlegung von Invertin- 
Tonerdeadsorbat durch Rohrzucker + primires Phosphat in 
sehr geringer Konzentration. In diesem Falle fand man nach 
51/,stiindiger Kinwirkung bei 15,5° 29°/, des Invertins in 
Lésung, 71°/, im Aluminiumhydroxyd. 

Die Rohrzuckerhydrolyse in der Hefe selbst nach J. O’Sul- 
livan®), H. v. Euler’), R. Willstaitter und F. Racke’) spricht 





1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 157, S. 251 (1914) und zwar 
S. 271; L. Michaelis; Biochem. Zs. Bd. 115, S. 268 (1921), mitbearbeitet 
von T. Rothstein; R. Willstitter und R. Kuhn, Zs. physiol. Chem. 
Bd. 116, S. 58 (1921). 

*) J. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 1956 (1921). 

8) Zs. physiol. Chem. Bd. 116, 8S. 53 (1921) und zwar S. 59. 

4) a. a. O. S. 60. 

5) Journ. Chem. Soc. Bd. 61, S. 593 und 926 (1892). 

6) H. v. Euler und S. Kullberg, Zs. physiol. Chem. Bd. 71, S. 14 
und Bd. 73, S. 85 (1911); H. v. Euler und O. Svanberg, ebenda 
Bd. 105, S.. 187 und Bd. 106, S. 201 (1919); H. v. Euler und R, Blix, 
ebenda Bd. 105, S. 83 (1919). 

7) I, Abh., Kap. A, 3. Abschn. 
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cleichfalls gegen irgendwelchen EinfluB der Verteilung. In- 
vertin in der Zelle wirkt wie Invertin in Wasser. Es kann 
hier auBer Betracht bleiben, ob die Auflésung mit oder ohne 
enzymatische Freilegung erfolgt; es kommt nur darauf an, daB 
es beim Zerreiben wie bei rascher Autolyse gelingt, etwa 
gleich viel Invertin zu finden, wie bei direkter Bestimmung in 
Frischhefe. Fir diesen Vergleich diene zur Erginzung der 
angefiihrten Kapitel der I. Abhandlung ein noch nicht ver- 
jffentlichtes Beispiel: 

Frische Hefe, je 50 g, wurde */, Stunde mit dem gleichen Gewicht 


Seesand zerrieben, dann mit der doppelten Menge Wasser versetzt und 
4 Tage autolysiert. 


1. Die frische Hefe. . . . . M.ZQ. der Hefe 0,55=100°/o. 
2. Autolysiert mit Toluol bei 
gaurer Reaktion . . . . . M.Z.Q. der Liésung 0,57 = 106°,. 


3. Autolysiert mit Essigester + 
Toluol unter Zus. von Ammon- 
phosphat. . ... . . . M.Z.Q. der Liésung 0,55 = 100°). 
{ M.Z.Q. der Lésung 0,26 = 47°/). 
’ | M.Z Q. der Hefereste 0,275 =50°/,. 
Auf den enzymatischen Wert des Invertins iiben auch 
Anderungen der Reaktion des Mediums kejnen KinfluB aus, 
wenn fiir die Bestimmungen vergleichbare Bedingungen wieder 
hergestellt werden. Die aus den Peptidspaltungen in den an- 
gefiihrten Arbeiten von KE. Abderhalden und A. Fodor ge- 
zogene SchluBfolgerung, da8 elektrische Umladungen durch 
Dispersititsinderungen die enzymatische Aktivitit beeinflussen, 
trifft bei der Saccharase nicht zu. Die Méglichkeit, chemische 
Reagenzien im Gange der Invertindarstellung anzuwenden, be- 
ruht darauf, daf die quantitativen Verhiltnisse dadurch nicht 
beriihrt werden. Dies ist der Fall, solange die Bestindigkeits- 
grenzen des Enzyms beachtet werden. Die Invertinlésungen 
kénnen z. B. bei der Ausfallung der Phosphorsiiure voriiber- 
gehend alkalisch oder in anderen Fiillen sauer sein, z. B. bei 
der Adsorption durch Kaolin. Das Invertin wirkt negativ oder 
positiv geladen gleich, sei es also in dem geringen Rein- 
heitsgrad der Autolysate rein anodisch wandernd oder in dem 
hdheren der Elutionen unter den Acidititsverhaltnissen der 
Bestimmung iiberwiegend kathodisch wandernd. 


4. Autolysiert mit Essigester 
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4. Die Hinfliisse der Begleitstoffe. 


Die Erscheinungen der Enzymspezifitat und die Anwendbar- 
keit des Massenwirkungsgesetzes haben die Auffassung gestiitzt, 
daB die Enzymwirkung auf einer chemischen Reaktion zwischen 
der aktiven Gruppe der Saccharase und dem Rohrzucker be- 
ruht. Die mit dem Enzym assoziierten fremden Stoffe, die 
auf seine Wirkung keinen EKinfluB haben, sind bestimmend fiir 
sein Kolloidverhalten, fiir gewisse physikalische Kigenschaften 
und fiir ein falsches Bild seiner chemischen Eigenschaften. 

Unreines Invertin verhilt sich nicht einfach wie ein Ge- 
misch yon reinem Invertin mit den Fremdstoffen. Es scheint 
mit den letzteren auf iihnliche Weise wie in den Adsorbaten 
verankert zu sein. 

Die mit ihm assoziierten, zwar amphoteren, doch iiber- 
wiegend elektronegativen Proteinsubstanzen der Hefeautolysate 
machen das [nvertin sauer und bewirken, daB es von nega- 
tiven Adsorbentien wie Kaolin nicht oder nur wenig aut- 
genommen wird. Adsorbierbar durch Kaolin ist das einmal 
mit Tonerde oder durch Bleifillung gereinigte Invertin. Anderer- 
seits bedingen die Begleitstoffe die im Kap. B und C beschriebene 
Fallbarkeit des Invertins mit den Bleiniederschliigen. Die 
Autolysate geben mit Bleiacetat starke Fallungen, die Eiweif- 
kérper und Nucleinsubstanzen enthalten. Die Bleifillungen 
aus frisch dargestellten Hefeausziigen adsorbieren kein Invertin, 
die aus gealterten enthalten es quantitativ. Reines Invertin 
gibt aber mit Bleiacetat tiberhaupt keine Fiallung. 

Noch ausgesprochener ist der KinfluB der Begleitstofie auf 
die Zerlegung der Adsorbate von Invertin in Aluminiumhydroxyd 
und in den Bleifaillungen. Wéahrend die aus den Autolysaten 
gewonnenen T'onerdeadsorbate mit verdiinntem Ammoniak glatt 
zerlegt werden, laBt sich das durch wiederholte Adsorptions- 
vornahmen gereinigte Invertin auf diese Weise nicht mehr aus 
den Adsorbaten in Freiheit setzen. Auch die invertinhaltigen 
Bleifallungen geben in vielen Fallen das Enzym schon an ver- 
diinnte Alkalien ab, in anderen Fallen, durch den EinfluB des 
Systems von Koadsorbentien und Koeluentien nicht an Ammo- 
niak, nur an alkalisches Phosphat, Arsenat oder Citrat. 








~ 
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Mit dem Adsorptionsverhalten geht die elektrische Uber- 
fihrbarkeit des Invertins Hand in Hand, die ebenfalls durch 
die assoziierten Koérper beeinfluBt wird. Fiir die Autolysate, 
auch gealterte, gilt die Angabe von L. Michaelis}), daB In- 
vertin in waBriger und in angesiiuerter Liésung rein anodisch 
wandert. Aber die SchluBfolgerung, daB es eine Siaure sei, 
wird durch Versuche mit dem reinen Enzym hinfallig. Schon 
die einmalige Reinigung mit Aluminiumhydroxyd geniigt, um 
ihm den elektronegativen Charakter zu nehmen. Und Invertin 
vom Zeitwert 1, das zweimal mit Tonerde und dazwischen mit 
Kaolin gereinigte Praparat der II. Abhandlung, sowie ein ahn- 
lich reines Praéparat dieser Arbeit war vollends amphoter und 
schon bei p;,6 iiberwiegend kathodisch wandernd (siehe II, 
Abschn. 4). 

Auch die Temperaturempfindlichkeit unterliegt dem EinfluB 
der Begleitstofte, die dem Invertin Schutz gewahren. Mit 
steigender Reinheit nimmt sie zu. Zur Unterscheidung von 
Enzymen sind daher solche Bestimmungen, die oft dafiir an- 
gefiihrt werden, nicht brauchbar. Auch das Temperaturoptimum 
kann nicht zur Kennzeichnung eines Enzyms dienen, es hat 
keinen einfachen Sinn und ist nicht konstant. 

Unser Neutralautolysat wies die niimliche Temperatur- 
empfindlichkeit auf, die H. v. Kuler und J. Laurin?) iiberein- 
stimmend bei Hefe selbst und Hefeausziigen beobachtet haben. 
Invertin vom Zeitwert 3,3 bis 1,3 wurde unter denselben Be- 
dingungen gepriift bei Gegenwart von Phosphat und opti- 
malem py. Wihrend das Autolysat bei 57!/,° in einer Stunde 
32°/, einbiiBt, wird das Invertinpriparat zu 89°/, zerstort, 
bei 52° verliert es 43°/, an Wirkung. Das ist fast der niim- 
liche Unterschied wie zwischen Hefesaccharase und Darm- 
saccharase nach H. v. Euler und K. Myrbiack.%) Viel gréBer 
als bei Gegenwart von Phosphat ist die Zersetzlichkeit des In- 
vertins beim Erwirmen in reinem Wasser. Fiir die Zerstérung 
des Invertins durch organische Liésungsmittel gilt ihnliches. 





1) Biochem. Zs. Bd. 16, S. 81 (1909). 
*) Zs. physiol. Chemie Bd. 108, S. 64 (1919/20). 
3) Zs. physiol. Chem. Bd. 115, S, 68 (1921). 
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In weiteren Beobachtungen hat sich die Angabe?) hestiitigt, 
,daB die schidigende Wirkung von Alkohol und Aceton vom 
Reinheitsgrad des Invertins ‘in hohem Grade abhingt. Die 
Begleitstoffe in den Hefeausziigen iiben auch hier ihre schiitzende 
Wirkung aus.“ 

Fiir das optische Drehungsvermégen des Invertins tiuschen 
die Beimischungen willkiirliche Werte vor. Die zwei Priparate 
von groBter Konzentration, m (Tab. VII[) aus Bleifaillung, / aus 
Restlésung, sind optisch-aktiv und zwar entgegengesetzt drehend, 
im Drehungsvermégen genau iibereinstimmend. Die Werte 
sind zufillig und belanglos. 

Priip. J in 0,225-°/,iger Lésung; 2 dm, 18°, « = —0,13°; 
[«]b° = — 29°. 
Prip. m in 0,172-°/,iger Lésung; 2 dm, 20°, a= +0,10°; 
[a]>? = +29°, 
Endlich beruht das gesamte Fiallungsverhalten, die Fiillung von 
Invertin selbst durch Alkohol und Aceton und die recht 
unregelmiBige Bildung von Niederschligen, die mehr oder 
weniger Invertin einschlieBen kénnen, durch Eiweib- oder 
Alkaloidreagenzien (Uranylacetat, Bleiacetat, Quecksilberchlorid, 
Pikrinsiure u. a.) nur auf der Beimischung von Fremd- 
kérpern. Sie bieten wenig Interesse, weil sie wechseln, Hine 
dem Invertin selbst zukommende Fillungsreaktion ist nicht 
bekannt. 
5. Enzymzerstérung. 

Die Erfahrungssitze von der Konstanz der Enzymwirkung 
gelten fiir das Invertin bis zu hohem Reinheitsgrade. Werden 
die Begleitstoffeé mehr und mehr beseitigt, so erfolgt zwar 
nicht eine quantitative Anderung der Wirkung, aber Gefahrdung 
der Wirksamkeit, Verminderung der Bestindigkeit. Das System 
von Kolloiden bestimmt nicht, wie das Invertin wirkt, sondern 
hat EinfluB darauf, ob es wirksam bleibt. Ebenso wie ein an 
elektrischen Ladungen sehr armes Kolloid empfindlich _ ist, 
ihnlich erscheint das Invertin empfindlich, wenn die analytisch 
nachweisbaren Gruppen entfernt sind. 


1) I, Abh., S. 105. 
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Die durch kombinierte Anwendung der Bleifallung und 
der Tonerdeadsorption gereinigten Invertinlisungen leiden in 
vielen Fallen beim Abdampfen und beim Dialysieren. Fir 
diese Erscheinung, von der die Tabelle X einige Beispiele gab, 
sind zwei Deutungen méglich. Es kann sich um Zerstérung 
von einem Teil des Enzyms oder um Verschlechterung, ver- 
minderte Wirksamkeit des gesamten Enzyms handeln. Wir 
schlieBen aus den Erfahrungen, von denen die letzten Ab- 
schnitte berichteten, daB die Wirkung des Invertins durch 
seine Masse stdéchiometrisch bedingt ist, daB sie in einem kon- 
stanten Verhiltnis zu seiner aktiven Menge steht. Im Falle 
eines Riickganges gelingt es auch nicht, durch Beimischungen 
eine Steigerung herbeizufiihren. Daher wird eine Abnahme 
um beispielsweise 20°/, gedeutet als Zerstérung von 20°/, des 
Knzyms. 

Um die Zersetzung der Saccharase oder eines der ihn- 
lichen Zuckerenzyme in ihrem Mechanismus zu erkliren, sind 
2 Annahmen in Betracht zu ziehen. Die wirksame Gruppe 
des Enzymmolekiils kann durch eine chemische Anderung in- 
aktiviert werden. Es kann sich z. B. um eine innere Konden- 
sation handeln, vergleichbar mit den unter Wasseraustritt erfol- 
genden Reaktionen zwischen einer Aldehydgruppe und einer 
_ Aminogruppe, oder einem Carboxyl und einer Aminogruppe. 

Die zweite Méglichkeit wire die Zerstérung des Enzyms 
in seiner Kolloidnatur durch Verlust seiner Aufladung, die 
eine Voraussetzung fiir die Bestiindigkeit des Soles bildet. 
Wiren z. B. noch Proteine, die an elektrischen Ladungen reich 
sind, dem Enzym beigemengt, so wiirde die Aufladung des 
Soles weniger leicht verloren gehen. 

Wenn man die Zerstérung der Zuckerenzyme iiberblickt, 
sei es durch Einwirkung von Lésungsmitteln, durch Sauren, 
durch Alkalien, durch héhere Temperatur oder auch nur beim 
Stehen der reineren Lésungen in destilliertem Wasser von 
Pu 6,0 bis 6,5 so scheint es schwer méglich, sie in den Rahmen 
einer einzigen von diesen 2 Erklirungsweisen zu zwangen und 
die beiden zu trennen. 

Am verschiedensten sind die unbestiindige Maltase und 


























58 Richard Willstaitter, Johanna Graser und Richard Kuhn. 


a-Methylglukosidase auf der einen, die bestindige Saccharase 
und Raffinase auf der anderen Seite. Es gibt zwischen ihnen 
Ubergiinge wie die Melibiase, die dem Invertin zwar bis zum 
Ende folgt, aber in den Praparaten allmahlich zugrunde geht, 
rascher als Invertin.?) 


Die Leichtzersetzlichkeit der Maltase ist nicht gut so zu 
verstehen, dai ihr kolloider Zustand leidet. Denn sie geht in 
den Hefeausziigen, z. B. in den Neutralautolysaten, zugrunde, 
wihrend sie von einer groBen Menge von kolloiden Schutz- 
stoffen begleitet ist. Auch stimmt sie in den Adsorptions- 
erscheinungen und im Verhalten bei den Elutionen so weit- 
gehend mit Saccharase iiberein”), daB die kolloiden Triger in 
diesen Enzymmolekiilen nicht grundverschieden sein kénnen. 
Ks scheint eher, da8 die wirksamen Gruppen von Maltase und 
Saccharase erheblich verschieden sind. 


Wenn man andererseits die Zerstérung der Saccharase in 
den reineren Lésungen auf eine innere Ausléschung ihrer chemisch 
wirksamen Gruppen zuriickzufiihren sucht, so ist zu_beriick- 
sichtigen, daB die Empfindlichkeit des Enzyms erst spit im 
Laufe der Reinigung in Erscheinung tritt und zwar dann in 
der Nihe des isoelektrischen Punktes. Sie wurde in Alteren 
Arbeiten gar nicht beobachtet. Der Enzymverlust pflegt nach 
einer gewissen Abnahme zum Stillstand zu kommen. Auch 
gibt es Fille, in denen Lésungen iiber Erwarten bestiindig sind. 


Im experimentellen Teil (Abschn. 5) wird gezeigt, daB die 
sehr zersetzlichen Invertinlésungen durch Zusiitze von ver- 
schiedener Art stabilisiert werden. Diese Wirkung kommt 
Elektrolyten zu, z. B. Chlorcalcium. Ferner wirkt Hefegummi 
als giinstiges Schutzkolloid. Auch Glycerin ist fiir die Stabi- 
lisierung der Saccharase geeignet. Zwischen dem Enzym und 
dem Glycerin gibt es eine spezifische Beziehung. Die enzyma- 
tische Rohrzuckerspaltung wird stark gehemmt durch Glycerin, 


1) R. Willstitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, 8. 180 (1921) 
und zwar S. 183. 

2) R. Willstitter und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921) 
und zwar 8S. 62 und 63. 
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das nach L. Michaelis und H. Pechstein?) die Zerfalls- 
geschwindigkeit der Rohrzucker-Saccharase-verbindung herab- 
setzt. Auch wird die Eluierbarkeit der Saccharase aus Adsor- 
baten durch minimale Mengen von Glycerin begiinstigt.?) 
Abgesehen von dem besonderen Falle des Glycerins diirfte das 
Invertin durch solche Zusitze haltbar gemacht sein, die auch 
sonst geeignet sind, Kolloide zu stabilisieren. 

Die Erklirung der Invertinzerstérung soll beriicksichtigen, 
da8 Saccharase und Raffinase in konstantem Verhiltnis der 
Zeitwerte durch alle Phasen der Reinigung zusammenbleiben 
und daB sie beim langsamen Verderben der Invertinpraparate 
im Laufe einer langeren Aufbewahrungszeit auch in konstantem 
Verhiltnis zugrunde gehen.*) Wenn jedem der beiden Enzyme 
eine besondere aktive Gruppe eigen ist und wenn die Zersté- 
rung nicht an einem kolloiden Trager dieser Gruppe, sondern 
in ihr selbst einsetzt, dann miissen die wirksamen Gruppen 
von Saccharase und Raffinase 4uBerst ahnlich sein. Dieser 
Annahme steht nichts im Wege, denn die Rasfinase wirkt auf 
einen Saccharoserest, der nur nicht frei existiert, sondern mit 
Galaktose verbunden ist. Das Verhalten desSaccharase-Raffinase- 
gemisches wiirde indessen auch gut zu der Annahme stimmen, 
daB es die Zerstérung des kolloiden Zustandes ist, wodurch 
die Aktivitit aufgehoben wird. 

Die Gesamtheit der Erscheinungen von Zerstérung der 
Zuckerenzyme in den an Begleitstoffen verarmten Lésungen und 
von Stabilisierung ist schwer allein auf die Verinderung der 
aktiven Gruppen oder allein auf den Verlust der Aufladung 
zuriickzufiihren, wenn auch nicht bezweifelt wird, daB jede 
dieser beiden Ursachen allein fiir Faille von Enzymzerstérung 
verantwortlich sein kann. Aus dem Verhalten der reineren 
Invertinlésungen ist vielmehr zu schlieBen, daB die Ausléschung 
der aktiven Enzymgruppe und der Verlust der Kolloidnatur 
zusammenhingen und sich gegenseitig bedingen. Das Ver- 





1) L. Michaelis und M. L. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49 S. 333 
(1913); L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914). 

*) Diese Zs. Bd. 116, S. 53 (1921) und zwar S. 64 ff. 

*) Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921) und zwar S. 190 f. 
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derben des Enzyms besteht also nach unserer Auffassung in 
der Vernichtung seiner aktiven Gruppe, womit der Verlust der 
die Bestindigkeit des Soles bedingenden Aufladung Hand in 
Hand geht. 

Der Ladungsausgleich erfolgt nach dieser Annahme durch 
eine chemische Reaktion im Enzymmolekiil, stéchiometrisch wie 
die Entladung bei EiweiBkérpern stéchiometrisch ist, die dabei 
Ausflockung erleiden. Die Verhiitung der die wirksame Gruppe 
inaktivierenden Reaktion kann durch die lockerste Assoziation 
des Enzyms mit den stabilisierend wirkenden Begleitern oder 
Zusitzen erfolgen. Vielleicht ist sie mit der Stabilisierung 
von Acrolein nach den Untersuchungen von Ch. Moureu’) 
zu vergleichen, die durch geringe Mengen gewisser Phenole 
erfolgt. Fiir eine Assoziation der Stabilisatoren kommt nicht 
nur, wie vielleicht beim Glycerin, die wirksame Gruppe des 
Enzyms in Betracht, sondern auch eine andere, die imstande 
ist, die spezitische auszuléschen. 


II, Experimenteller Teil. 
1, Optimale Wasserstoffzahl der Invertinwirkung. 


Invertin hat in reinerem Zustand bei der nimlichen Wasser- 
stoffionenkonzentration optimale Wirkung wie das in den Auto- 
lysaten enthaltene. Sie liegt zwischen 4,0—5,0. Die in der 
Tabelle XI angefiihrten Bestimmungen sind mit dem Priparat 2, 
(Tab. VII) ausgefithrt, dessen Zeitwert 0,65 betrug (nach dem 
Kindampfen der Lisung vom Zeitwert 0,50). Von der einge- 
engten Lésung muBten fiir die Versuche 2 Proben entnommen 
und 25fach verdiinnt werden; da ihre Wirksamkeit bei opti- 
malem p,, etwas ungleich war, sind die beniitzten Lésungen 
(1 und 2 in der Tabelle) fiir die Messungen und Berechnungen 
besonders bezeichnet worden. Die Wasserstoffzahl wurde mit 
den Standardlésungen nach 8S. P. L. Sérensen, wovon man 
30 ccm mit dem Enzym auf 100 ccm brachte, bei einem Ge- 
halt von 4,75°/, Rohrzucker eingestellt und elektrometrisch 
kontrolliert. 


1) Ch. Moureu, Ch. Dufraisse, P. Robin und J, Pouguet, 
C. R. Bd. 170, S. 26 (1920). 
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Als Ma8 fiir die Inversionsgeschwindigkeit dienen die fir 
die Zeit ¢ = O extrapolierten Konstanten der monomolekularen 
Reaktion. In der vorletzten Spalte der Tabelle ist nach dem 
Vorbild von L, Michaelis und H. Davidsohn?) der bei einer 
bestimmten Wasserstofizahl wirksame Anteil des Enzyms 
mit der bei optimaler Aciditit (p,, = 4,63) bestimmbaren Menge ® 
verglichen. In der letzten Spalte werden die Dissoziations- 
reste einer Siure mit der Dissoziationskonstanten 1,65-1077 
angefiihrt, zu denen die beobachteten Werte von g/® gut 
stimmen. Sie gelten nach L. Michaelis und M. Rothstein?) 


Lip A 


4,0 5 Pi. 


0,8-- 


0,6 +- 








w 
> 
Sr) 
o-+ 

NX 
Qo-/ 
>" 


Fig. 1. 


als die wirksamen Dissoziationsreste der Rohrzucker-Saccha- 
raseverbindung, die als Siure aufgefaBt werden soll. 

Charakteristischer als das flach verlaufende p,-Optimum 
ist die Wasserstoffzahl, bei der das Enzym 50°/, der maxi- 
malen Wirkung aufweist. Bei dem gereinigten Invertin betraigt 
sie etwa 1,7-10—7 in Ubereinstimmung mit den urspriinglichen 
Messungen an Hefeausziigen von L. Michaelis und H. David- 
sohn und wohl innerhalb der Feblergrenzen iibereinstimmend 
mit der neuerdings angegebenen Zahl 3-107". 





1) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 
2) Biochem. Zs. Bd. 110, §. 217 (1920). 
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Tabelle XI. 


Wirkungsoptimum des gereinigten Invertins. 





bo 


p,, (Millivolt 
gegen gesitt. 
Kalomel- 


“ 
2,5 


(nicht gem.) 


3,2 
(nicht gem.) 


4,00 
(481,3; 20°) 


4,63 
(517,53; 20°) 


4,63 
(517,5; 20°) 


5,00 
(539,53 19°) 


5,48 
(566,53 19°) 


5,99 
(596,38; 19°) 





__elektr.) 





Zeit 


(Min. 


0,0 
15,6 
28,0 
49,0 


0,0 
30,0 
46,0 


0,0 
21,3 
34,3 
47,0 


0,0 
19,0 
32,0 
41,8 


0,0 
17,0 
28,2 
42,0 


0,0 
15,0 
30,0 
47,0 


0,0 
15,0 
26,0 
35,0 


0,0 
15,0 
25,1 
40,0 


) 

















Drehung ‘aii 10" 10 a 
(Grad) : By 9810 Ge 
("/o) 
5,05 0,0 83 
8,22 27,6 90 
1,97 46,5 97 
0,50 68,6 103 
5,05 0,0 102 
1,20 58,0 126 
— 0,04 76,8 138 
5,05 0,0 110 
1,88 47,8 128 
0,65 66,3 138 
—0,21 79,4 146 
5,05 0,0 112 
2,1 43,5 130 
0,75 64,9 142 
— 0,05 76,9 152 
5,05 0,0 127 
2,24 42.3 141 
0,92 62,4 151 
— 0,15 78,5 159 
9,05 0,0 111 
2,75 34,8 124 
0,99 61,2 137 
— 0,25 80,0 149 
5,05 0.0 108 
2,72 35,1 125 
1,33 56,1 138 
0,43 69,7 148 
5,05 0,0 108 
2,85 33,2 117 
ee 50,3 121 
0,39 70,3 132 








p/P 
gef. | ber. 
| 
0 74 | 

| 
0,90 | 
0,98 
0,99 | 0,99 

| 
0,99 | 0,99 

| 

| 
0,98 | 0,985 

| 

| 
0,95 | 0,95 

| 

| 

| 

| 
0,84 | 0,86 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 








| 


Enzym- 
lé6sung 


bo 














Py (Millivolt} 
gegen gesiitt. Zeit | Drehung lt g/ PD 
Kalomel- |(Min.)| (Grad) t 10 5 
elektr.) _ get. 
6,49 0,0 5,05 87 0,67 
(624,5; 199) | 15,0] 3,24 93 
: 30,0 | 1,78 99 
45,0 | 0,69 103 
6,65 0,0} 5,05 72 0,56 
(635; 18,59) | 24,1] 2,92 70 
43,0 | 1,80 68 
70,0 | 0,72 66 
6,80 0,0 | 5,05 2 0,46 
(644; 20°) | 42,0] 2,93 40 | 
64,0] 2,41 35 
106,0 | 1,62 30 
7,15 0,0} 5,05 38 0,30 
(664: 20°) | 43,0] 3,14 35 
70,0} 2,50 30 
111,0] 1,53 29 
7,35 0,0} 5,05 26 0,20 | 
(677; 18°) | 84,2] 4,04 21 | 
66,0 | 3,65 16 
94,2 | 3,22 15 
7,60 0,0 | 5,05 12 0,11 | 
(689,5; 20°)| 45,0 | 4,40 10 
76,0} 4,21 8 
118,5 | 3,90 7 
8,5 0,0} 5,05 1,3 0,01 | 
(nicht gem.) | 72,0] 4,92 1,3 | 
152,0 | 4,75 1,3 


2. Kinetik der Rohrzuckerspaltung 
durch gereinigtes [nvertin. 
Wechselnde Kinetik. Obwohl durch Einhaltung kon- 
stanter Wasserstoffionenkonzentration und Beriicksichtigung der 
Mutarotation der Glucose bekannte Fehlerquellen vermieden 
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werden, sind die Resultate hinsichtlich des zeitlichen Ver- 
laufs der enzymatischen Rohrzuckerspaltung?) widersprechend. 
C. S. Hudson findet mit dem Invertin der Hefeautolysate 
genau monomolekularen Verlauf, wie sich auch die ilteren von 
C. O'Sullivan und F. W. Tompson mitgeteilten Versuche, 
die von R. Willstatter und F. Racke?) der Invertinbestim. 
mung zugrunde gelegt wurden, der Theorie fiir eine mono- 
molekulare Reaktion annaihern. Dem stehen die beobachtungen 
anderer Forscher entgegen, denen zufolge die Reaktionskon- 
stanten erster Ordnung deutlich ansteigen. L. Michaelis und 
H. Davidsohn haben den letzteren Fall als normal angesehen 
und L. Michaelis und M. L. Menten konnten nach dem 
Vorgang von V. Henri mit Hilfe der experimentell bestimmten 
Affinitatskonstanten der Saccharase zu Rohrzucker, Fructose 
und Glucose theoretisch eine Reaktionsgleichung der enzy- 
matischen Rohrzuckerhydrolyse ableiten, die mit ihren kine- 
tischen Messungen in exakter Ubereinstimmung stand. Diese 
Gleichung besagt, daB das Produkt Enzymkonzentration x Zeit 
proportional ist der Summe einer logarithmischen und einer 
linearen Funktion des Umsatzes. J. M. Nelson und W. C. Vos- 
burgh, die in 19 von 24 untersuchten Fillen mit noch 
uureinem Invertin die Reaktionskonstanten ebenfalls an- 
steigend fanden, versuchen abweichend von Michaelis den 
Mechanismus der Invertinwirkung durch Adsorptionsvorgiinge 
zu deuten. Indessen diirfte diese Auffassung mit der Kon- 
stanz der von Michaelis berechneten und von uns bestimmten 





1) C. O'Sullivan und F. W. Tompson, Jl. Chem. Soc. Bd. 57, 
S.834 (1890); Duclaux, Traité de Microbiologie, 1899, Bd. II; A.J. Brown, 
Proceed. Chem. Soe. Bd. 18, S. 41 (1902); V. Henri, Diese Zs. Bd. 39, 
S. 194 (1902), Lois génerales de l’action des diastases. Thése, Paris 1903, 
S. 77ff.; C. R. Bd 135, 8. 916 (1902); S. P. L. Sérensen, Biochem. Zs. 
Bd. 21, S. 131 (1909) und zwar S. 159ff.; C. S. Hudson, Jl. Am. Chem. Soc. 
Bd. 30, S. 1160 und 1564 (1908); L. Michaelis und H. Davidsohn, 
Biochem. Zs. Bd. 35, S. 886 (1911); L. Michaelis und M. L. Menten, 
Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913); J. M. Nelson und W. C. Vosburgh, 
Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 39, S. 790 (1917); W. C. Vosburgh, Dissertation, 
Columbia University 1919. 

*) I. Abh., S. 9. 
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Zahlen?), die ein MaS8 der Enzymmenge unabhingig von der 
Rohrzuckerkonzentration darstellen, unvereinbar sein. 

Zu den Fallen, in denen die 4-Werte anscheinend kon- 
stant sind, geh6ren auch fiinf von den 24 Messungen von Nelson 
und Vosburgh, die allerdings nicht alle bei optimalem p, 
ausgefihrt sind. Hier und zumal bei fallendem & nehmen 
Michaelis sowie Nelson an, da& Enzymzerstérung mitspiele. 
Dieser Einwand ist indessen, wie im folgenden auf Grund der 
Beobachtungen von Tabelle XIII und XI gezeigt wird, nicht 
stichhaltig. 

In anderen Fiillen anscheinend monomolekularen Verlaufes 
wurde mit Rohrzuckerlésungen héherer Konzentration gearbeitet 
(O’Sullivan und Tompson, Hudson), fiir welche die Theorie 
von Michaelis keine Geltung mehr beansprucht. 

Um die Kinetik mit reinerem Invertin zu priifen, fiihrten 
wir mit den Praparaten fj, 2, und m von den Zeitwerten 0,8 
bis 0,4 in verschiedenen Konzentrationen (1: 121/,) Messungen 
aus, die in der T'abelle XII zusammengestellt sind. Hier er- 
geben sich durchwegs ansteigende 4-Werte, die recht genau 
durch die Theorie von L. Michaelis erklart werden. Diesen 
Fillen stehen aber die Beobachtungen gegeniiber mit dem 
Priparate 7 vom Zeitwert 0,34 in Konzentrationen, die sich 
wie 1:20 verhalten. Obwohl es sich um dieselbe Hefe und 
dasselbe Autolysat wie beim Priparat m, um den namlichen 
Reinigungsgang und sogar die gleiche Fraktionierung wie beim 
Priiparat n, handelt, ist der Reaktionsverlauf hier abweichend, 
die Rohrzuckerhydrolyse namlich genau monomolekular. Wire 
im Beispiel 1 der Tabelle XIII diese Konstanz nur zufiallig 
durch Enzymzerstérung bedingt, so miBte bei der 20 fach 
lingeren Versuchsdauer im 2. Beispiel die Konstante sinken, 
was nicht der Fall ist. Uberdies wird im folgenden durch 
direkte Kontrolle die Annahme von Enzymzerstérung aus- 
geschlossen. 

Die Divergenz der Beobachtungen an Hefeausziigen wieder- 
holt sich also bei dem gereinigten Invertin. Dabei handelt es 


1) Vgl. im theoret. Teil den Schlu® des Abschnittes ,,Unabhingig- 
keit von den Begleitstoften“. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX XIII. 4) 
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sich nicht um einen einzelnen Ausnahmefall. Vielmehr wird die 
Gleichung von Michaelis, wenn man die Wasserstoffionen- 
konzentration variiert, zu einem Spezialfall. Der zeitliche Ver. 
lauf der Rohrzuckerhydrolyse ist nach den in der Tabelle X] 
des 1. Abschnittes angefiihrten Versuchen in hohem MaBe von 
der [H*] abhangig. 

a 


In dieser Tabelle steigen die Werte von ~ log, ae 


= 


bei 


optimalem p, an, sie sind bei 6,7 etwa konstant, um bei ge- 
ringerer Aciditaét deutlich zu fallen. 


% 55 463 






60 Minuten 





6,65 





235 


Fig. 2. 


Auch fir die von O’Sullivan und Tompson beobachtete 
Kinetik, die zwischen der monomolekularen und der von 
Michaelis geforderten liegt, gibt es unter den gereinigten 
Saccharaselésungen Beispiele. So berechnen wir nach der von 
den englischen Forschern mitgeteilten Kurve fiir ein Priparat 
vom Zeitwert 1 Nulldrehungszeiten von 145, 153, 146, 141, 
142, 143 und 142. 

Die Frage der Invertinkinetik ist also nicht gelést, wie 
man nach den groBen Arbeiten, die vorliegen, annehmen konnte, 
sondern sie macht weitere Beobachtungen nétig, zu denen wir 
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durch Darstellung von noch reinerem Invertin beizutragen 
hoffen. Es wird zu priifen sein, ob die Affinititen des Inver- 
tins zum Substrat und zu den Spaltungsprodukten von der 
Wasserstoffionenkonzentration wesentlich beeinfluBt werden. Da 
aber auch bei konstantem p,, niamlich bei optimalem, ver- 
schiedener Reaktionsverlauf vorkommt, so wird ferner zu unter- 
suchen sein, was den Zustand des Invertins beeinfluBt und 
ob der Fall vorkommt, daB die Summe der Affinititen von 
Saccharase zu den beiden Spaltprodukten gleich der Affinitit 
zur Saccharose ist. 

Frage der Enzymzerstérung. Hudson und Paine’) 
und besonders H. v. Euler und J. Laurin?) haben gezeigt, 
daB die Stabilitét der Saccharase bei optimalem p,, am gréBten 
ist und daB die Temperaturempfindlichkeit zu beiden Seiten 
dieses Gebietes rasch zunimmt. Wir untersuchten deshalb, ob 
bei 30° und p,, = 6,8, wo die 4-Werte in 106 Min. von 52 auf 
30 gefallen waren (vgl. Tab. XI), entsprechend einer scheinbaren 
Enzymzerstérung von 55°/,, unsere Enzymlésung n, Aktivitat 
einbiiBte. Dies war keineswegs der Fall. 

1. 5 eem verdiinnte Enzymlésung wurden sofort in die vorgewarmte 
Mischung von 30 cem m/15 Phosphat + 50 cem 9,5°/, ige Rohrzucker- 
lisung eingetragen und mit 30° warmem Wasser auf 100 cem gebracht. 
Nach 5,5 und 10,2 Min. beobachteten wir Drehungsabnahmen von 0,42 


und 0,74°, Drehungsabnahme pro Minute = 0,0745° (p,, = 6,80; 644,0 Milli- 
volt bei 20°), 


2. 5 cem derselben Enzymlésung + 5 cem m/15 Phosphat + 5 ccm 
Wasser wurden 100 Min. auf 30° erhitzt und dann mit Rohrzucker + 25 cem 
Phosphat gemischt. Drehungsabnahmen nach 5,0 und 10,0 Min. 0,37 und 
0,78°. Drehungsabnahme pro Minute = 0,0745° (p,, = 6,80; 644,3 Milli- 
volt bei 20°.) 

Dies sind ganz andere Versuchsbedingungen als bei den 
Angaben von §S, P. L. Sérensen tiber Abhiingigkeit der Kinetik 
vom p,-. L. Michaelis und H. Davidsohn hatten diese auf 
Enzymzerstérung zurickgefihrt, die monomolekularen Verlauf 
vortéuschen kann. Das gilt fiir hohe Aciditét und fiir hohe 
Temperaturen, 52° und p, = 3,9 bei Sérensen, py = 2,5 





) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 32, S. 774 (1910). 
*) Diese Zs. Bd. 108, S, 64 (1919). 
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und 25° bei Michaelis. Die spaiteren Arbeiten von Michaelis 
scheinen auf Grund der Versuche von Sérensen bei p,,-6,3 
und 6,7 die Unabhangigkeit der Invertinwirkung vom p,, voraus- 
zusetzen und nur Messungen der Anfangsgeschwindigkeiten zu 
enthalten. 

Abhangigkeit vom Reinheitsgrad. Um zu priifen, 
ob die Unreinheit der Enzymlésung im Wege stand, den Kin- 
fluB der Aciditit auf die Kinetik zu finden, stellten wir zum 
Vergleich mit unseren Beobachtungen der Tabelle XI nach 
dem Verfahren von Michaelis, also durch Anreiben mit Sand 
und kurzes Ausziehen mit Chloroformwasser eine Invertin- 
lésung dar. Mit dieser wurde der zeitliche Verlauf der Rohr- 
zuckerspaltung bei py = 4,6 und 6,8 verglichen. 


1. 10 cem nicht dialysierte Invertinlésung auf 100 ccm; Py = 46. 
Die Drehungsabnahmen von 3,97, 4,80 und 5,81°, die nach 13, 17 und 
25,5 Min. beobachtet wurden, entsprechen Reaktionskonstanten von 308, 
835 und 368. 

2. 15 ccm; p, = 6,8. Aus den nach 5,0, 13,5 und 22 Min. beob- 
achteten Drehungsabnahmen von 1,56, 3,27 und 4,40° berechnen sich 
k-Werte von 236, 221 und 216. 

Ks steht also mit diesem Hefeauszug nicht anders als mit 
dem reineren Priaparat. Die Wirkung des Enzyms ist nicht 
nur quantitativ, sondern auch qualitativ vom p,, abhingig 

Ausfiihrung der Messungen. Die auf 30° vorgewiirmte 9,5°/, ige 
Rohrzuckerlésung, die 2°/, NaH,PO, enthilt, wird mit der kalt ab- 
gemessenen Enzymlésung schnell vermischt und im MeBkolben mit 30° 
warmem Wasser aufs doppelte Volumen gebracht. Nach bestimmten 
Zeiten werden 20 ccm der Bestimmungslésung in 5 cem 2n-Sodalésung 
eingetragen, wobei man die Zeit des halben Auslaufes notiert. Nach 
15—45 Min. wird im 2 dm-Rohr polarisiert. Die angegebenen Drehungs- 
winkel stellen das Mittel aus mindestens 6 Einzelablesungen dar, dic 
vom Mittel nie mehr als + 0,02° differierten. Den Wert der Enddrehung 
berechnen wir durch Multiplikation der experimentell bestimmten An- 
fangsdrehung mit — 0,313. Um eine Vorstellung von der Genauigkeit 
der priparativen Aktivitiitsmessungen an Invertinlésungen mit ver. 
schiedener Kinetik zu geben, sind in der 4. Spalte der nachfolgenden 
Tabellen XII und XIII die Nulldrehungszeiten nach C. O’Sullivan 
und F. W. Tompson verzeichnet. Zur Berechnung der Konstanten nach 
der Theorie von Michaelis (6. Spalte) sind die bei 25° ermittelten 
Affinititskonstanten versuchsweise auf unsere Inversionstemperatur von 
30° iibertragen worden. 
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Tabelle XII. 
Reaktionsverlauf in Ubereinstimmug mit L. Michaelis. 
I. Prip. f, v. Zeitw. 0,8, Inversion bei 29,98 + 0,02°; 
Polarisation bei 20°. 
II. Priip. 2, v. Zeitw. 0,69, Inversion bei 30,00 + 0,03°; 
Polarisation bei 19—20°. 
III. Priip. m v. Zeitw. 0,42, Inversion bei 30,00 + 0,05°; 
Polarisation bei 20°. 
IV. Dass. Prip. Inversion bei 29,95—29,85°; 
Polarisation bei 19,5—22°. 
Zeit | Drehang Spal- | Null- 10¢ . Konstante 
Nr. (Min.)| (Grad) tung drehungs- i logy aie nach 
°/)) |zeit (Min.) Michaelis 
I 0,0 5,04 0,0 — — — 
10,0] 4,31 | 11,0} 111 508 0,0944 
20,2 | 3,64 | 212] 111 515 0,0928 
30,5 | 2,95 | 31,6 | 104 540 0,0925 
45,0] 2,10 | 445 99 569 0,0948 
60,1 1,40 | 55,1 | 101 580 0,0926 
81,0 | 0,54 | 681 99 614 0,0922 
105,1 |} — 0,14 | 78,4 97 633 0,0899 
135,1 | — 0,71 | (87,0)] (95) (655) (0,0875) 
Mittel: 0,0927 + 20 
+ 2°/, 
I 0,0 5,05 0,0 — — — 
3,0 4,02 15,5 22,9 243 0,447 
6,1 3,10 29,4 22,6 248 0,437 
9,5 2,20 43,0 21,7 257 0,434 
13,2 1,25 57,3 21,3 280 0,444 
18,0 0,38 70,4 20,7 294 0,436 
28,2 | — 0,75 (87,5) (19,2) (319) (0,423) 
Mittel: 0,441 + 6 
+ 1,5°/, 
Il 0,0 5,05 0,0 — — — 
2,7 4,27 11,8 28,2 204 0,376 
5,2 3,60 22,2 27,6 210 0,378 
7,4 3,05 30,2 26,7 212 0,371 
9,6 2,55 37,7 25,9 214 0,367 
12,5] 1,90 | 47,5 | 25,3 224 0,370 
15,2} 1,33 | 56,1 25,2 235 0,375 
21,5] 0,35 | 70,9 | 24,5 250 0,370 
34,5 1— 0,85 | (89,0)] (21,9) (278) (0,365) 























Mittel: 0,371 +6 
= 1,6°/, 


gs si et 
aie. 








Tabelle XII (Fortsetzung). 
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Monomolekularer Reaktionsverlauf. 





l- ll- 
Zeit | Drehung vs A Mea 10* log 
: a a 
(Min.)} (Grad) /,) \zeit (Min.) t a 
0,0 5,05 0,0 _— — 
45,0 4,05 15,3 353 16,1 
109,0 2,75 35,2 320 17,3 
169,0 1,85 49,0 331 17,3 
256,0 0,65 67,4 320 19,0 
309,0 0,22 74,0 323 18,9 





Tabelle XIII. 





Konstante 
nach 
Michaelis 


0,0296 
0,0296 
0,0281 
0,0285 
0,0275 





Mittel: 0,0286 + 10 
- 3,5°/, 


I. Prap. / vom Zeitwert 0,34, Inversion bei 30,00 + 0,02°; 
Polarisation bei 18°. 


II. Dass. Priip. 


Inversion bei 30,00 + 0,05°; 
Polarisation bei 21°. 








ee ene ee 























Zeit | Drehung} Spaltung | Nulldrehungs-| 10* en. 
(Min.) | (Grad) (°/,) zeit (Min.) | ¢ © a—a 
0,0 5,05 0,0 — — 
1,9 4,44 9,2 25,4 222 
5,0 3,63 21,4 27,0 210 
7,0 3,10 29,4 26,0 217 
11,0 2,23 41,0 26,7 209 
15,38 1,50 53,6 26,8 218 
20,3 0,71 64,0 27,8 218 
32,0 | — 0,25 80,0 28,2 218 
0 5,07 0,0 — _ 
25 4,66 6,2 490 11,2 
710 4,04 15,5 540 10,4 
120 3,43 24,6 558 10,2 
190 2,61 37,0 523 10,6 
325 1,47 54,0 568 10,4 
415 0,83 63,7 572 10,6 
540 0,13 74,2 563 10,9 
670 — 0,40 82,0 553 11,1 
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Tabelle XIV. 


Temperaturbestandigkeit der Saccharase im Autolysat und in gereinigter 
































Lésung. 
Null- bie 
Reaktions- Tempe- | drehungs- > 
5] Invertin be- Pu ratur | zeit (Min.) Ee 
dingungen (°) vor | nach | & 
d. Erhitzen | > 
i} Autolysat |1cem + 4ecm 4,4 52+0,5 | 33 34 0 
20°/, ige 34,5| 34 
NaH,P0O,- 
Lésung + 
10 cem H,O 
2} Invertin aus} 10cem 0,25- 4,4 5240,5 | 14 25 43 
dems. Auto- | °/,, ige Lésg. 14 24 
lys., Zeitw.| + 4ecm 
3,85 (1,3 in} 20°/,ige 
frisch. Zust.)} NaH,PO,- 
Lésung + 
1 cem H,O 
3} Autolysat wie 1 4,4 57,5+0,2} 33 51 32 
wie 1 34,5| 49 
4} Invertin wie 2, 4,4 57,5+0,2] 31 | 290 89 
wie 2 nur 5 ccm 29 | 265 
Enzym auf 
15 cem 
5 desgl. nur 5 ccm | vor d. Erh. | 39,0+0,1]} 31 48,5] 39 
ohne Phos- | 6,28(613;18), 29 48,5 
phat auf | nach d. Erh. 
15 cem 6,43 (621; 18). | 
Inversion | 
bei 4,4 | 
6 desgl. nur 5 ccm 6,40 39,0+0,1} 31 33 8 
mit 2,6 cem]| Inversion 29 32,5 
sek.+7,4cem| bei 4,8 
prim. m/15- 
Phosphat 
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Die Proportionalitat von Enzymkonzentration und Reaktions- 
geschwindigkeit bestiatigt sich, wie aus den T'abellen XII und 
XIII hervorgeht, unabhiingig von der Kinetik der Invertin- 
wirkung, in den Grenzen 1:12,5 und 1:20. Nach den Bei- 
spielen 1 und 2 der T'abelle XIII ergeben die Mittelwerte dey 
Reaktionskonstanten 10,7 und 216 das Verhiltnis 20,2 an- 
statt 20,0. 

Nach den Versuchen 3 und 4 der Tabelle XII ergeben 
die Mittelwerte der Reaktionskonstanten 285 und 3710 das 
Verhaltnis 12,97 anstatt 12,50, wihrend sich aus den Anfangs- 
geschwindigkeiten der Quotient 12,7 berechnet. 


3. Temperaturempfindlichkeit. 


Das Invertin des Hefeauszugs und das einer noch un- 
vollkommen gereinigten Lisung wird in bezug auf Hitzezer- 
stérung in der Tabelle XIV verglichen. 

Nach den Beispielen 1—4 macht der Enzymverlust des 
rohen Invertins bei 57,5° und des reineren bei 52° den gleichen 
Bruchteil aus. Das ist eine Schutzwirkung der Begleitstoffe 
und auf eine solche, die natiirlich je nach Menge und Natur 
der Hefeinhaltsstoffe schwanken kann, sind auch Unterschiede 
in der Temperaturempfindlichkeit von Invertinvorkommnissen 
und Ausziigen zuriickzufiihren. Die Unterschiede wurden bei 
einer Anzahl von Hefen und ihren Autolysaten von Kuler 
und seinen Mitarbeitern') sehr gering befunden. Dies berech- 
tigt indessen nicht, aus gréBeren Unterschieden der Tempe- 
raturbestiindigkeit Schliisse auf Verschiedenheit von Enzymen 
zu ziehen, besonders wenn es sich um Vorkommnisse einerseits 
in Pilzen, andererseits im wesentlich anderen Milieu tierischer 
Organe handelt. Anders ist es mit der Abhingigkeit vom p,,. 
Im groBen Reinheitsgrad zeigt das Invertin (vgl. Abschn. 1) 
dasselbe Wirkungsoptimum wie im Autolysat. Die von H. v. 
Euler und O. Svanberg?) festgestellte Verschiedenheit der 





1) H. v. Euler u. J. Laurin, Diese Zs. Bd. 108, 8. 64 (1919); Bio- 
chem. Zs. Bd. 102, S. 258 (1920); H. v. Euler u. K. Myrbiick, Diese Zs. 
Bd. 115, S. 68 (1921). 

2) Diese Zs. Bd. 115, S. 43 (1921). 
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optimalen Wasserstofizahl bei Hefe- und Darmsaccharase laBt 
sich daher nicht auf den Einflu8 von Begleitstoffen zuriick- 
tiihren. 

Neutralsalzeinflu8. Die beiden Saccharasen unter- 
scheiden sich auch hinsichtlich der Abhingigkeit von Neutral- 
salzen. Beim Hefeinvertin ist kein EinfluB von Neutralsalzen 
auf die enzymatische Wirkung beobachtet worden, abgesehen 
von der Hemmung, die nach S. M. NeuschloB}) bei sehr 
hoher Konzentration von Salzen ausgeiibt wird. Dagegen hat 
H. Bierry?) gefunden, daB die Darmsaccharase bei der Dialyse 
wirkungslos und auf Zusatz von Natriumchlorid wieder aktiv wird. 

Bei Hefesaccharase kénnte aber ein Einflu8 von Neutral- 
salzen auf die Wirkung durch zu viel Fremdkérper bisher ver- 
deckt worden sein. Darum verglichen wir die Reaktions- 
ceschwindigkeit in waBriger und in phosphathaltiger Lésung 
mit Invertin vom Zeitwert 0,20 nach 3 tigiger Dialyse gegen 
flieBendes destilliertes Wasser. 

0 Min. 27 Min. Berto 
a) Invertin -+- Rohrz. in Wasser; Py = 6,19 5,05 3,75 2,21 
b) ys + ,, m. Phosphat; 6,19 5,05 3,76 2,20 

Das Phosphat ist also ohne HinfluB auf die Wirkung. 

Ks vermindert aber nach den Versuchen 5 und 6 der 
Tabelle XIV die Temperaturempfindlichkeit, es wirkt wie andere 
Klektrolyte stabilisierend. 


4. Elektrische Uberfiihrung. 


C. A. Pekelharing und W. E. Ringer?) iibten in einer 
Untersuchung ,,Zur elektrischen Uberfiihrung des Pepsins“ 
Kritik an der Reinheit des Griiblerschen Pepsins, mit dem 
L. Michaelis und H. Davidsohn‘) das elektrische Verhalten 
gepriift hatten, und sie schrieben der Beimischung von Albu- 
mosen und Peptonen einen grofen KinfluB auf das elektrische 
Verhalten zu. Diese Auffassung von Pekelharing und Ringer 


') Pfliigers Arch. Bd. 181, 8. 45 (1919/20). 

2) Biochem. Zs. Bd. 40, S. 857 (1912); Bd. 44, S. 415 (1912). 
8) Diese Zs. Bd. 75, S. 282 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 28, S. 1 (1910). 
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wird von Michaelis und Davidsohn?) mit Beschrankung auf 
chemische Verbindungen aus Enzymen und Begleitstoffen an- 
genommen, aber nicht fiir Kolloidgemische. ,Man kann woh! 
ganz allgemein den Satz ableiten, daB ein Kolloid den iso- 
elektrischen Punkt eines zweiten, gleichzeitig in Lisung be. 
findlichen Kolloids nicht verindert, wofern nicht eine nach- 
weisliche chemische Affinitit der beiden Kolloide zueinander 
besteht...“ Es wird indessen richtiger sein, die Annahme 
von Verbindungen zu vermeiden, wenn es sich um die Assozia- 
tion eines Enzyms, z. B. mit EjiweiBstoffen, handelt. Die 
wechselnden Adsorptionsaffinititen, die dem Invertin verschie- 
dener Reinheit gegeniiber elektronegativen Adsorbentien eigen 
sind, fordern eine Priifung des reineren Enzyms im elektrischen 
Felde. Die Erfahrungen der Adsorptionsmethoden bestitigen 
sich dabei qualitativ. Das nach der Reinigung mit Tonerde 
durch Kaolin adsorbierbare Invertin zeigt kathodische Wan- 
derung bei der Kataphorese. Aber die quantitative Unter- 
suchung ergibt, daB bei Aciditaten, die fiir vollstandige Ad- 
sorption durch Kaolin geniigen, nur ein Bruchteil des Invertins 
positiv geladen ist. Wird dieser durch das Adsorbens entfernt. 
so scheint die Lésung weitere Anteile von Enzym zusammen 
mit gewissen Begleitern positiv geladen nachzuschicken bis zur 
volistiindigen Adsorption. Die elektrische Uberfithrung, deren 
praparative Anwendung die folgenden Messungen vorbereiten, 
ermoéglicht vielleicht vollkommenere Fraktionierung als die 
Anwendung von Adsorptionsmitteln. 

Wir bedienten uns des von K. Landsteiner und W. Pauli’) 
angegebenen Apparats in der Modifikation von L. Michaelis.’) 
Als unpolarisierbare Elektroden wihliten wir Zn in ZnSO..*) 
Die Klemmenspannung betrug 220 Volt. Das Volumen des 


1) Uber die Kataphorese des Oxyhimoglobins, Biochem. Zs. Bd. 41, 
S. 102 (1912); vgl. auch L. Michaelis u. M. Rothstein, ebenda Bd. 110, 
S. 217 (1920). 

*) 25. KongreB f. inn. Med., Wien 1908, S. 57. 

8) Biochem. Zs. Bd. 16, S. 81 (1909); Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration, Berlin 1914, S. 192. 

*) 0,5—1,0 g ZnSO,-7H,O fiir jeden Elektrodenschenkel. 
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MittelgefaBes einschlieBlich der beiden Hahnbohrungen wurde 
durch Auswagen mit Quecksilber zu 30,60 ccm ermittelt. Die 
nach 24 stiindigem Stromdurchgang in den SeitengefaiBen nach- 
weisbaren Zinkmengen entsprachen rund 0,02 g ZnSO, in 
25 ccm. Ihr Kinflu8 auf die Invertinbestimmungen der Seiten- 
flissigkeiten kann vollkommen vernachlissigt werden. Die 
Inversionsgeschwindigkeit durch ein Priparat vom Zeitwert 
4,7 Min. wurde durch einen Gehalt der Bestimmungslésung 
von 0,01 und 0,1°/, ZnSO,-7H,O nur um 2,0 bzw. 5,3°/, ver- 
mindert. 
Anfangsdrehung = 5,00°; 1—4 fache Puffermenge. 


ZnSO, +7H,O (°/,) Zeit (Min.) Drehung (°°) £-10* <Aktivitit (°/,) 


0,00 40,0 1,18 94,5 100,0 
0,01 40,0 1,21 92,5 98,0 
0,10 40,5 1,28 89,5 94,7 
1,00 40,5 2.38 55,3 58,5 


Am Beispiel 6 der Tabelle XV sei der Verlauf einer Kataphorese 
und die Bestimmung der iibergefiihrten Enzymmengen niher geschildert. 
Angewandt war mit Aluminiumhydroxyd gereinigtes, durch Kaolin gut 
adsorbierbares Invertin vom Zeitwert 4,7. Als Mittelfliissigkeit diente 
eine 0,33°/, ige Lésung in n/50-Essigsiure, die SeitengefiBe waren mit 
n/50-Essigsiiure beschickt. Nach Aufsetzen der Elektroden wurde der 
Apparat in einem Kellerraum erschiitterungsfrei aufgestellt und zum 
Ausgleich der Temperatur und des hydrostatischen Drucks sich selbst 
iiberlassen, ehe wir die Hihne zu beiden Seiten des MittelgefaBes dffneten. 
Im Tyndallkegel traten dabei keine Strémungen an den Grenzfliichen 
auf. Die beiden Elektroden wurden fiir 66 Stunden mit einer Gleich- 
stromquelle von 220 Volt verbunden. Nach dem Auseinandernehmen 
des Apparats entleerten wir die Kathoden- und Anodenlésung, um jede 
mit etwas Spiilfliissigkeit auf 30 cem zu bringen. 

Aktivitét der Anodenfliissigkeit, gemessen unter den Bedingungen 
des Vergleichszeitwertes: 10 cem in 50 cem Rohrzuckerlésung; nach 
47 Min. « = 3,45°; P,, = 2,9 (color.). 

Kathodenlésung: 10 ccm auf 50; nach 49 Min. « = 1,60°; p,, = 3,2. 

P,, der Mittelfliissigkeit zu Beginn und am Ende des Versuchs 2,95. 

Auf Grund der in Tabelle IV (S. 24) mitgeteilten Beziehung 
zwischen den verschiedenen Massen des Invertins berechnen wir hieraus 
die Zeit, die nétig wire, um durch das Enzym der Mittelfliissigkeit, sowie 
durch seine iibergefiihrten Betriige 4 g Rohrzucker in 25 cem bei 15,5° 
zur Nulldrehung zu spalten. Sie betrigt fiir die Mittel-, Anoden- und 
Kathodenfliissigkeit 2,53, 363 und 140 Minuten. 
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Tabelle XV. 


Beispiele fiir die Wanderung des Invertins im elektrischen Feld. 














Dauer ; Wande y 
des Nulldrehungszeit in °/ a 
.| Zusammensetzung der}a) oi. der —a= | 
| Mittel- u. Seitentliissig- durch-|Anoden-Mittel-Kathoden-| 3 | 3 
keiten; Angabe der [H']} 00 noes fliissigkeit s | 4 
ee : ai 3s 
cart ot ee a Stdn. | oer a” 
1 }Autolysat (1 Hefe + | | | 
: 2 Wasser + Toluol); | | 
H,0; nicht gem. 70 775 | 618 ® 0,80 | 0,00 
2 | Autolys. analoger Darst. | 
1*/, Jahre alt; nichtgem.| 16 840 | 6,86 | <) 0,82 | 0,00 
3 |Autolys. wie 2 + 1/40 | | 
Vol n/1-Essigs.; Seiten- | 
gefiBe n/50-Essigs. 18 | 1110 | 7,07 | © 0,64 | 0,00 
4 }0,2°/,ige Loésung eines | | 
d. Kaolin schwer adsor- | 
bierbaren _tonerdeger. | | 
Inv. v. Ztw. 8,45; dest. 
Wasser; nicht gem. | 64 — | 6 | 13200 | — | 0,05 


| 

| | 
5 |Dass. in n/50-Essigs. ; | | 
Anode py = 2,9, Ka- 


thode p,;,=3,0 (color.)} 23 1170 7,1 8880 0,61 | 0,18 





6 | Prip. v. Ztw. 4,7 in | | 
n/50-Essigs.; Mittelfikt. | | 
Py = 2,9 — 3,0; Kath. | | 

am Ende 3.4 (color.) 66 363 | 2,53 | 140 0,70 | 1,80 


7 |Priip. aus Neutralauto- 
lys. v. Ztw. 1,0 in dest. 
Wasser; nicht gem. 22 96 | 0,52 


| 

| 

| 

§ | Dasselbe Prip. in n/50- | 
Acetat; py = 6,0 18 97 1,04 | 


9 | Wie 8, Mittelflkt. ent- 
' hilt tiberdies 15,8 mg | 
Kieralbumin; p,;,=6,0] 18 117 1,04 AG 0,89 | 2,26 


10] Prip. aus pankreasentl. 
{ Hefe, Zeitw. 1,0 in dest. 
Wasser; p,, = 6 19 347 5,0 | 217 1,44 | 2,30 
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Die Tabelle XV liBt in einigen Beispielen erkennen, wie 
mit zunehmender Reinheit des Invertins der iibergefiihrte An- 
teil zunimmt. Bei annihernd gleicher Aktivitit der Mittel- 
flissigkeiten von Beispiel 1 und 10 sind im Hefeautolysat in 
70 Stunden nur 0,8°/, des Enzyms zur Anode gewandert, 
wihrend vom Priparat mit dem Zeitwert 1 schon nach 19 Stun- 
den 1,44°/, im Anoden- und 2,30°/, im KathodengefaiB nach- 
gewiesen werden konnten. Der Vergleich von Beispiel 8 und 9 
ergibt Zunahme der kathodischen Wanderung eines 1 Minuten- 


priparats durch geringen Zusatz von Kieralbumin bei p,, = 6,0. 


Die Erfahrungen iiber Reproduzierbarkeit der einzelnen Mes- 
sungen — namentlich an gereinigten Saccharaselésungen, deren 
Tyndallefiekt iuBerst schwach ist — erlauben indes noch nicht, 


diesen Effekt mit Bestimmtheit der Beimischung zuzuschreiben. 


5. Zur Stabilisierung. 

Kin mit Tonerde und mit Kaolin gereinigtes Priparat, 
das nach der Dialyse den Zeitwert 7,5 hatte, verlor bei 
3 tiigigem Stehen 22°/, seiner Wirkung. Darauf versetzte man, 
diese 0,15°/,ige Enzymlésung, deren Zeitwert jetzt 9,6 war, 
mit verschiedenen Schutzstofien, niimlich mit 50°/, ihres Trocken- 
sewichts. Zur vergleichenden Bestimmung der trockenen Pri- 
parate wurden Proben bei Zimmertemperatur im Luftstrom 
abgedampft, andere Proben nach 14- und nach 20 tagigem 
Stehen der Lésungen bestimmt (vgl. Tab. XVI). 

Calciumchlorid schiitzte beim Eindampfen nicht. Hefe- 
gummi mit Chlorcalcium wirkt ihnlich giinstig wie Gummi allein. 


Tabelle XVI. 








Nach 14 tig. Steh. | Nach 20tig. Steh. | Nach d. Abdampf. 





Zeit- | Aktivitits-| Zeit- | Aktivitits-| Zeit- 
wert | verlust (°/,)] wert | verlust (°/,)}| wert 


Zusatz | 


Aktivitits- 
verlust (°/,) 

















Ohne Zusatz. | 14,7 | 35 14,7 35 —-j; — 
Chlorealeium . 9,7 | 1,5 11,1 14 106 | 91 
Glykokoll...] 10 | 5 11,3 15 9,4 | 0,0 
Leueylglycin. | 9,8 | 2,5 10,6 9 9,6 | 0,0 
Hefegummi. . | 10,2 6 11,1 14 10 | 5 
Glycerin . 10,3 7 11,5 16 10,1 | 6 
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Die Schutzwirkung von Hefegummi war auch bei einem 
mittels der Bleifaillung dargestellten Praparat (f, der Tab. VI) 
deutlich, das beim Abdampfen zur Trockene 3/,, beim Ver- 
dampfen in 25°/, Hefegummi enthaltender Lésung nur halb 
so viel Aktivitait einbiiBte. 

Invertinlésung f, . . Zeitwert 1,05. 
Zur Trockene verd. . Mf 4,12, Verlust 75°/,. 
Mit Hefegummi verd. ie 1,6 , » 

Die giinstige Goldzahl von Hefegummi erklirt diese Wir- 
kung. Wir bestimmten mit Hefegummi, der nach dem nicht 
eben schonenden Verfahren von E. Salkowski!) frisch dar- 
gestellt worden, die Goldzahl nach dem Vorschlag von R. Zsig- 
mondy”) =0,l. Die Schutzwirkung, die von Invertinpripa- 
raten auf Goldsol ausgeiibt wird, ist hauptsichlich durch ihren 
Gehalt an Hefegummi bedingt. Wir fanden z. B. fiir ein nur 
mit Aluminiumhydroxyd gereinigtes, noch 10°/, Hefegummi 
enthaltendes Priparat vom Zeitwert 4,7 die Goldzahl 1, hin- 
gegen fiir ein Praparat von ahnlicher Konzentration, das durch 
Isolierung aus der Bleifillung so gut wie frei von Hefegummi 
erhalten worden, die Goldzahl > 10. 

Dem mit Bleiacetat, dann mit Tonerde gereinigten Pri- 
parat 9 der Tabelle VI (Zeitw. 0,26) kommt die Goldzahl 20 zu. 


1) Chem. Ber. Bd. 27, S. 497 (1894). 
) Zs. analyt. Chem. Bd. 40, S. 697 (1901). 


Zur Kalkveratzung der Cornea. 
Von 
F. Haurowitz und G. Braun. 





Aus dem med.-chem. Institut Prof. R. Zeynek und der Augenklinik Prof. A. Elschnig 
der Prager deutschen Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Juli 1922.) 


Die Kalkschiidigung der Cornea unterscheidet sich von 
den durch Séuren oder Alkalien bewirkten Veriitzungen durch 
die intensive Weibfarbung und das lange Anhalten der Triibung. 
Zur Erklarung dieser Erscheinungen wurden zahlreiche Hypo- 
thesen aufgestellt, ohne daB es gelungen wire, auch nur eine 
von ihnen einwandfrei zu stiitzen. Die alte Auffassung einer 
physikalischen Einwirkung durch Hitzeentwicklung oder 
Wasserentziehung beim Léschen des Kalkes wurde bald wider- 
legt (Rosenthal.') Die Versuche aller Autoren deuteten auf 
einen vorwiegend chemischen ProzeB. Wir bringen im fol- 
genden eine kurze Ubersicht iiber die wichtigsten Anschauungen 
betreffend das Wesen der Kalktriibung. Eine ausfiihrliche 
Zusammenstellung findet sich in Graefe-Saemischs Hand- 
buch der Augenheilkunde.?) 

Grundlegend fiir diese weiteren Untersuchungen war die 
Arbeit Mérners.*) Er fand in der Corneagrundsubstanz des 
Rinderauges als Hauptbestandteile ca. 809/, Collagen, 20°/, 
Mucoid, daneben in Spuren anorganische Salze. Guillery* 


1) Rosenthal, Ztschr. f. Augenheilk. Bd, 7, S. 126 (1902). 

*) Graefe-Saemisch, Handb. d. Augenheilk. Bd. XVII, S. 1706 
(U1. Aufl.). 

8) Mérner, diese Zs. Bd. 18, S. 213 (1894). 

‘) Guillery, Arch. f. Augenheilk. Bd. 56, S. 221 (1907). 





‘ 4 
Pt 
tS 
aay 
2 ee 
aed” 
Wi 
te4 
e 
gidé 
ite 
$j 
sy 
et Reape # 
t 
} 4 
i 
ts 
4 Se 
| Bins 
; i ad 
Cet 
AEs 
“ 
FS 
i 
4 
ie 
uty | 
; Rake 


Fn a ba wie age 
mye : 




















80 F. Haurowitz und G. Braun, 


hat als erster experimentell nachgewiesen, daB eine Einwirkung 
des Kalkes nur bei defektem Epithel méglich ist, und daB als 
Sitz der Triibung nur die Corneagrundsubstanz in Frage 
kommt. Als Ursache der Triibung wurden Verbindungen des 
Kalkes mit den obengenannten Bestandteilen der Cornea an- 
genommen, wahrend die alteren Autoren die Einlagerung an- 
organischer Kalkverbindungen, vor allem von Calciumcarbonat 
und -phosphat, vermuteten. Erst Pagenstecher?) nahm an, 
daB eine Calciumverbindung mit Collagen die Triibung be- 
wirke, waihrend Guillery?) in umfangreichen Arbeiten den 
Nachweis einer Kalk-Mucoidverbindung zu erbringen versuchte. 
Rosenthal*) hingegen konnte keine Vermehrung des Calciums 
feststellen und fihrte die Triibung vermutungsweise auf Kiweil- 
fallung oder auf Extraktion des Mucoids zuriick. 

Betreffend unsere eigenen Versuche sei vorausgeschickt, 
daB auch wir wie Guillery*) eine Wirkung des Kalks nur 
bei Epitheldefekt feststellen konnten. Beim Lebenden wird 
das Epithel durch die mechanische Wirkung gréBerer Kalk- 
partikelchen oder auch des dem Kalk beigemengten Sandes 
geschidigt. Unsere Versuche machten wir an frisch enucleierten 
Rinderaugen. Um eine Beeinflussung durch mechanische 
Lisionen auszuschalten, haben wir regelmaBig vor der Ver- 
atzung das Epithel durch Abrasio entfernt. 

Das Auftreten der typischen weiBen Triibung be- 
obachteten wir nur nach Hinwirkung von Calcium-, 
Barium- und Strontiumionen bei alkalischer Reak- 
tion. Alkalien und Magnesia bewirkten unter gleichen Be- 
dingungen keine WeiBfairbung, ebensowenig die neutralen Salze 
der genannten Erdalkalien. 

Nach Feststellung des einwirkenden Agens versuchten wir 
die Natur der Triibung zu ergriinden. Eine anorganische 
Kalkverbindung konnten wir ausschlieBen. 





1) Pagenstecher, Ber. iib. d. 32. Vers. d. ophth. Ges. in Heidel- 
berg (1905). 

*) Guillery, bes. 1907 a. a. O. und 1910 Arch. f. Augenh. 58. 139. 

3) a, a. O. 

4) 1907 a. a, O. 
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Als soleche kamen bloB das Carbonat und Phosphat in Betracht. 
Die Abwesenheit des ersteren wurde dadurch bewiesen, daB wir beim 
Einlegen der veratzten Cornea in HCl keine Gasentwicklung fanden. 
Die Annahme eines Phosphates war bei der Labilitit des tertiiren 
phosphorsauren Kalkes in wiBriger Lésung unwabhrscheinlich. Sie 
wurde dadurch widerlegt, daB die fiir Phosphatfillung optimale Magnesia- 
mischung keine Triibung verursachte und dab in einer mit Kalk ver- 
itzten, dann 24 Stunden gewiisserten Cornea mikrochemisch mittels 
Molybdianreagens kein Phosphat nachzuweisen war. 

In weiteren Untersuchungen priiften wir die Méglichkeit 
einer Calcium-Collagenverbindung. Eine solche hatte zuerst 
Pagenstecher angenommen. Die von ihm gefundene Ver- 
mehrung des Kalkgehalts in vitro veritzter Rindercorneae 
konnten wir bestitigen, jedoch nicht die daraus gezogenen 
Schlu8folgerungen. In Hornhéiuten, welche nach Mérner 
durch schonende Extraktion mit ca. n/10-Ammoniak von Mucoid 
befreit worden waren, die demnach im wesentlichen bloB aus 
Collagen bestanden, bewirkte Atzkalk keine Veriinderung der 
Durchsichtigkeit. Bei solchen Extraktionsversuchen konnten 
wir die bekannte quellungshemmende Eigenschaft des Cal- 
clums beobachten (J. Loeb’) und den eigentiimlichen Befund 
Gyérgys’) bestaitigen, daB das Calcium auch in saurer Lé- 
sung quellungshemmend wirkt. Pfaundler’), spiter Freuden- 
berg und Gyorgy‘), haben gezeigt, daB der Knorpel aus 
Lésungen von CaCl, Calcium entzieht. Die beiden letzteren 
Autoren schlieBen aus der Tatsache der Quellungshemmung 
auf organische Bindung des Calciums an das quellende Eiweib. 
Da wir die Quellungshemmung in unveriinderter Weise nach 
Mukoidextraktion fanden, ist sie jedenfalls auf die Bildung 
eines Calciumcollagens in den enucleierten Rinderaugen zuriick- 
zufiihren. Diese Erkenntnis li8t sich aber nicht ohne weiteres 
auf die Veritzung beim lebenden Tier iibertragen. Bei solcher 
(am lebenden Kaninchen) konnten wir nach einer anfanglichen 


1) J. Loeb, Am. journ. of biol. chem. Bd. 34, S. 77 (1918). 
2) Gyérgy, Monatsschr. f. Kinderh. Bd. 22, S. 423, zit. n. Ber. iib. 
d. ges. Physiol. Bd. 11, 8S. 456 (1922). 
8) Pfaundler, Jahrb. f. Kinderh. Bd. 60 (1904), zit. n. 4). 
4) Freudenberg u. Gyérgy, Bioch. Zs. Bd. 110, S. 299 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 6 
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Vermehrung des Kalkgehaltes feststellen, daB dieser nach 
4 Wochen die Norm wieder erreicht hatte. Das Auge war in 
dieser Zeit nicht behandelt worden, die Triibung unverindert 
geblieben. Kine Calcium-kollagenverbindung setzt Kalkver- 
mehrung voraus. Wir muBten daher aus unseren Versuchen 
schlieBen, daB eine Bindung des Calciums an das Horn- 
hautcollagen zwar méglich ist, aber sicher nicht das 
Substrat der Tribung vorstellt. 

Wir konnten ferner beobachten, daB Extraktion des 
Mucoids durch Kalkwasser nicht die Ursache der Triibung sein 
kann (Rosenthal a. a. O.). Die mit ca. n/10-NH, extrahierten 
und durch Quellung getriibten mucoidfreien Corneae erlangten 
wieder ihre volle Durchsichtigkeit, wenn wir sie an der Lutt 
langsam trocknen und auf ihre urspriingliche GréBe schrumpfen 
lieBen. 

Per exclusionem gelangten wir also zur Annahme einer 
Beteiligung des Hornhautmucoids am Zustandekommen der 
Triibung. Wir haben das Verhalten einer verdiinnten Liésung 
des extrahierten Mukoids gegen Kalkmilch untersucht und ge- 
funden, daB es in doppelter Weise reagiert. Das Mucoid wird 

inerseits von dem suspendierten CaQ,H,-Teilchen adsorbiert, 
andererseits durch Kalkwasser nach Zusatz von Kochsalz 
gefillt. 

Von Guillery') wurde die Fiillung durch Kalkwasser auch ohne 
Elektrolytzusatz beobachtet. Bei der bekannten Abhingigkeit der Eiweib- 
fillung von Konzentration, Temperatur, Salzgehalt, Wasserstoffionen- 
konzentration und anderen physikalisch-chemischen Faktoren kénnen die 
differenten Versuchsergebnisse nicht befremden. Zur Feststellung des 
Fillungsoptimums wiren umfangreiche Versuchsreihen mit Variation 
der verschiedenen Faktoren notwendig, die den Rahmen unserer Arbeit 
iiberschritten hiitten. Uns geniigte gegenwirtig die Ausfillung des 
Mucoids nachgewiesen zu haben. 

Sowohl die Adsorptionsverbindung des Mucoids an Kalk 
als auch das durch Kalkwasser gefillte Mucoid lésten sich 
leicht in verdiinnter Salzsiiure und zeigten hierin das gleiche 
Verhalten wie die Kalktriibung einer veraétzten Rindercornea. 





1) Guillery, 1910 a.a. O. 
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Ammoniak vermochte das veriinderte Mucoid nicht zu lésen, 
ebenso wie es Kalktriibungen der Cornea unveriindert lieB. 
Dadurch ergab sich ein Weg, das Veriainderungsprodukt des 
Mucoids in der Cornea selbst nachzuweisen, falls vorher das 
unveranderte in NH, lésliche Mucoid durch Ammoniakextrak- 
tion entfernt wurde. Es mufte nun nachgewiesen werden, 
daB die Kalktriibung tatsachlich Mucoid enthalt.!) Wir 
haben deshalb veraitzte und unveritzte Corneae ausgiebig mit 
n/10-Ammoniak extrahiert und dann in n/2-Salzsiure gelegt. 
Tatsichlich gelang es, nach Kalkveriitzung in den so ge- 
wonnenen HCl-Extrakten Mucoid durch Reduktion Fehling- 
scher Lésung nach Hydrolyse nachzuweisen, in den unveritzten, 
mit NH, extrahierten Corneae dagegen nicht. Die Resul- 
tate der Reduktion entsprachen also unserer Annahme 
einer Mucoidfallung. 

Ks war noch zu ermitteln, ob eine Calcium-Mucoidver- 
bindung chemischer oder adsorptiver Natur oder aber irre- 
versibel ausgeflocktes Mucoid vorliegt. Die Entscheidung 
konnte durch eine quantitative Bestimmung des Kalkgehaltes 
veriitzter Corneae gebracht werden. ‘Tatsichlich hatte de 
Gouvéa”) eine Vermehrung des Kalkgehaltes festgestellt, 
wihrend Rosenthal*) eine solche verneinte. Wir muBten 
uns iiberzeugen, daB die empfindlichsten gebriiuchlichen Nach- 
weismethoden des Calciums bei den in Betracht kommenden 
geringen Mengen vollkommen versagten, daf bei in vivo ver- 
iitzten Kaninchencorneae selbst bei sofortiger Entnahme der 
frisch veratzten Corneae nach Veraschung und Zusatz von 
Ammonoxalat zur essigsauren Lésung der Asche keine Triibung 
zu verzeichnen war, ebensowenig nach nachtraglichem Zusatz 
von NH,. Erst mittelst Mikroanalyse konnten eindeutige 
Resultate erzielt werden. In den frisch veraitzten Kaninchen- 





1) Der direkte Nachweis durch Wigung der Cornea konnte nicht 
in Betracht kommen, da die Mengen des zuriickgehaltenen Mucoids 
sehr gering waren, zweifellos geringer als die tibrigen Gewichtsverinde- 
Tungen infolge der Reagenzienwirkungen. 

4) de Gouvéa, Arch. f. Augen- u. Ohrenheilk. Bd. 1, S. 109 (1869). 

8) Rosenthal, a. a. O. 
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corneae fanden wir den Kalkgehalt etwa auf das doppelte dey 
Norm vermehrt. Nach 4 Wochen ergaben sich hingegen hej 
unveranderter Triibung normale Werte. Die anfingliche 
Vermehrung des Kalkgehaltes war zu erwarten, denn 
ohne einzudringen kénnte der Kalk keine Verinderung be. 
wirken. Die Riickkehr des Kalkgehaltes zur Norm be; 
gleichbleibender Triibung macht eine KalkeiweiBverbin. 
dung unwahrscheinlich und spricht sehr dafiir, einen kolloid- 
chemischen irreversiblen Flockungsvorgang anzunehmen. Um 
diese Auffassung zu stiitzen, haben wir das Verhalten der 
Triibung gegen die verschiedenen Reagenzien gepriift und ge- 
funden, daB es mit den Kigenschaften ,,denaturierten“ Eiweifes 
in Einklang zu bringen ist, jenen eines Calciumalbuminates 
dagegen in manchen Punkten widerspricht. Besonders wichtig 
erscheint in dieser Beziehung die Tatsache, daB NaOH die 
Triibung aufzuhellen vermag, nicht aber NH,. Ein dhnlicher 
Unterschied zwischen Natrium- und Ammoniumionen wurde 
von J. Loeb?) bei der Alkoholfillbarkeit der Gelatine ge- 
funden, die durch Na-Ionen aufgehoben wird, nicht aber durch 
NH,- (oder Ca-)lonen. 


Wir glauben somit nachgewiesen zu haben, daB das 
Substrat der Tribung bei der Kalkveritzung der 
Cornea ein kolloidchemischer ProzeB ist, eine irrever- 
sible Ausflockung oder intramolekulare Umlagerung 
des Corneamucoids durch Ca-Ionen bei alkalischer 
Reaktion. 

Die Resultate unserer histologischen Untersuchungen und 
die Anwendung der gewonnenen Ergebnisse auf die therapeu- 
tische Beeinflussung der Kalktriibung werden wir an anderer 
Stelie mitteilen. 


Experimenteller Teil. 


Im folgenden teilen wir die von uns angestellten Versuche 
in einer Reihenfolge mit, die den vorangehenden Erérterungen 
entspricht. 


'!) J. Loeb, Am. journ. of biol. chem. Bd. 34, S. 489 (1918). 
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1. Versuche iiber das einwirkende Agens. 


Vers.-Nr. Substrat Reagens Effekt 
1 Cornea Kalkwasser (CaO,H,) 0 
2 abras, Cornea - (CaO,H,) weib 
3 > " Atzkalk (CaO) a 
4 CaCl, 20°/, ig 0 
5 7 . CaCO,-Suspension 0 
6 - ra 2n-NaOH-Lésung schwache Triibung 
7 ‘s " festes NaOH “i me 
8 " - 2n-NH, - a 
9 is “ festes MgO - Pe 
10 Ke ‘ Mg0.H, ‘ . 
11 * e BaO,H, weib 
12 “ ” SrO,H, ‘ 
13 . es BaCl, 0 


Die zu diesen Versuchen verwendeten Rinderaugen wurden 
sleich nach der Schlachtung entnommen, die Versuche inner- 
halb eines halben Tages beendet. Die Corneae wurden dabei 
am Bulbus belassen, da die Triibungen gegen das dunkle 
Augeninnere viel deutlicher hervortraten als an den priiparierten 
Corneae. Die Versuche wurden derart gemacht, daB die enucle- 
ierten Bulbi mit den Corneae nach unten in Becherglischen 
mit den entsprechenden Lésungen getaucht wurden und da- 
selbst 15 Minuten verblieben. Die festen Substanzen wurden 
in der Reibschale zerkleinert und auf die Corneae gleichmifig 
aufgestreut. Die ,schwachen Triibungen“ unterscheiden sich 
ganz scharf von der typischen weifen Kalkveritzung. Sie sind 
vielleicht bloB durch Quellung bedingt. 


2. Versuche iiber anorganische Kalkverbindungen. 


Vers.-Nr. Substrat Reagens Effekt 
14 kalkveritzte Cornea n-HCl Aufhellung ohne Gas- 
entwicklung 
15 a o n-H,SO, desgl. 
16 abras. Cornea MgCl, keine Triibung 
17 - ‘a MgCl, + NH, ss _ 
18 ™ ” CaCl, + NH, weib 


Auch hier wurden durchweg abrasierte Rindercorneae ver- 
wendet. Die Atzung bei 14 und 15 wurde durch Einlegen in 
Kalkwasser bewirkt. 
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3. Versuche iiber die Beteiligung des Collagens, 


Vers.-Nr. Substrat Reagens Effekt 
19 kalkveriitzte Cornea trocknen gelass. bleibt weiB 
20 ” ” in NH, ” ” 
21 mucoidfreie = in Kalkwasser bleibt durchscheinend 
22 


a " trocknen gelass. wird ganz durchsicht, 


In Versuch 19—22 wurden wieder abrasierte Rindercornese 
verwendet. Die Ammoniakextraktion wurde nach Mérner in 
0,2°/,igem NH, vorgenommen, die Cornea 20 4 Wochen lang 
darin liegen gelassen und die Intensitit ihrer Triibung an 
einer ebenso behandelten, unveritzten Cornea gemessen. In 
Versuch 21 war das Kalkwasser ohne jede Wirkung auf die 
Durchsichtigkeit der durch Quellung im Ammoniak etwas ge- 
triibten Cornea. 

Vers. 23. 6 Corneae in 0,2°/,igem NH,, der tiiglich ge- 
wechselt wurde, wurden nach 24, 60, 96 und 120 Stunden ge- 
wogen. Das Durchschnittsgewicht einer jeden Cornea war in 
den angegebenen Zeiten: 1,81, 2,73, 2,90, 2,91 g. 

Vers. 29—34. Derselbe Versuch mit kalkveriitzten Corneae 
ergab folgende Zahlen: 1,01, 1,79, 2,25, 2,41 g. 

Vers. 35. Kine nach 3 tigigem Liegen in 0,2°/, igem NH, 
auf 2,02 g gequollene Cornea wird in n-CaCl, gelegt. Sie wiegt 
nach 24 Stunden 0,62 g. 


Vers. 36. Cornea in n-HCl wiegt nach 5 Tagen 


on 
SQ 


r 
o 


3 


< 


2,5 
» 37. Desgl. nach 15 Minuten Aufenthalt in Kalkwasser 1,2 


g 


Die Gewichtsunterschiede waren so groB, daB von beson- 
deren MaBnahmen zur Erzielung genauer Gewichte abgesehen 
wurde und wir uns darauf beschrinkten, die aus den Liésungen 
entnommenen Corneae leicht abzutrocknen. 


Vers. 38. Aschengehalt einer abras. Rindercornea . . . 1,201 mg 
» 89. Desgl. nach 15 Min. Aufenthalt in Kalkwasser 1,858 mg 


In einfacherer Weise gelingt der Nachweis der Aufnahme 
von Calcium, bzw. Strontium und Barium durch die Flammen- 
farbungsreaktion der Asche. 
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4. Versuche iiber die Beteiligung des Mucoids. 


Vers. 40. 1cem Mucoidlsg.+4cecem H,O .. . ia ns ae 
i Ee. 2 é , H,O + 0,4 ¢ NaCl Sacks sage a aa 
» 42 2» 99 +3 , H,O0 + 0,4 g NaCl + 1 cem Kalkw. 

leichte Triibung 

» * 2 » +3 , H,O+1cem Kalkwasser. . klar 
» - ty, BC 0/3 iges NH, + 3cem H,O + 1cem Kalkw. + 0,4g NaCl 
klar 


Wurden Versuch 40—44 ohne AusschluB von CO, gemacht, 
so ergaben sich falsche Resultate, auf die vielleicht die oben 
erwihnten gegensitzlichen Ergebnisse zuriickzufiihren sind. 
1 com Mucoidlésung enthielt 14,4 mg Mucoid in 1 ccm 0,2°/,- 
igm NH,. Aus Versuch 42 geht hervor, daB Mucoid nur bei 
Elektrolytzusatz mit Kalkwasser eine Triibung gab. 

Vers. 45 und 46. 1 ccm der ammoniakalischen Mucoid- 
lésung wurde mit 5ccm 10°/, iger Kalkmilch geschiittelt, zentri- 
fugiert und mittels Mikro-Kjeldahl der N-Gehalt der oberen 
abpipettierten 3 ccm und der unteren 3 ccm, die das Sediment 
enthielten, bestimmt. Obere Hilfte 0,14 (0,27) mg N, untere 
Halfte 1,26 (1,12) mg. 

Vers. 47—50. 4 Corneae wurden 8 Tage lang mit 0,2°/,- 
igem NH, unter tiglichem Wechsel der Extraktionsflissigkeit 
extrahiert, dann 24 Stunden in 10 ccm n/2-HCl gelegt, der 
HCl-Extrakt am Wasserbade */, Stunde bei 80° erwiirmt, dann 
mit 10 ccm n/2-NaOH neutralisiert und mit 5 ccm Fehling- 
scher Lésung gekocht. Resultat: schwache Reduktion. 

Vers. 51—54. Beim gleichen Versuch mit Corneae, die 
15 Minuten in Kalkwasser gelegen waren, starke Reduktion. 

Da fiir die Reduktionskraft des Mucoids keine Konstanten 
bekannt sind und die Reduktion durch andere in der Horn- 
haut enthaltene Koérper nicht ausgeschlossen werden konnte, 
mute unter ganz konstanten Bedingungen gearbeitet werden. 
Dann fielen die Resultate stets in gleichem Sinne aus, so daB 
zwingend auf eine Retention des Mucoids in den veritzten 
Corneae geschlossen werden muBte. Bei den Corneae 50 und 54 
wurde das reduzierte Kupferoxydul abfiltriert und nach Glihen 
im Wasserstofistrom als Cu gewogen. LErhalten aus der nor- 
malen Cornea 0,4, aus der veritzten 1,3 mg Cu. 
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5. Bestimmung des Kalkgehalts der Corneae. 


Vers. 55. Aschengehalt der normalen Kaninchencornea . 0,702 mg 
» 56. Kalkgehalt einer solchen. . ..... =. =. 0,086 ,, Ca 
. tt ‘ 5. gs Da ee pe et Ee Ce 
58. 2s ..  veriitzten Kaninchencornea 10 Minuten nach 
Atzung . . . 0,079 mg Ca 


» 59. Desgl. 4 Wochen nach Atzung . . .. . . 0,084 , Ca 

Methodik: Die Veritzung wurde genau in der von 
Jickeli') beschriebenen Weise bewirkt. Die gleich nach der 
Tétung entnommenen, priparierten Corneae wurden derart 
halbiert, daB genau eine halbe Triibung auf jede Hilfte kam 
(die zweite Halfte wurde fiir histologische Untersuchungen ver- 
wendet). Es wurde vorsichtig verascht, die gegliihte Asche in 
1 Tropfen n-HCl gelést, mit 3 Tropfen n-Ammonacetat und 
2 Tropfen n-Ammonoxalat versetzt, auf Schwingerscher 
Nutsche?’) durch ein aschefreies Filterchen von 8mm Durchmesser 
aus Schleicher-Schiill Nr. 589 abgesaugt, mit 2 ccm verdiinntem 
Ammonoxalat gewaschen; das Filterchen wurde verascht, mit 
1 Tropfen konz. H,SO, abgeraucht und auf der Mikrowage CaSO, 
gewogen. Die erhaltenen Resultate aus halben Corneae wurden 
mit 2 multipliziert, die Resultate durch Leerversuche mit den 
gleichen Reagenzien — wodurch nur eine unwesentliche Korrektur 
eintrat — berichtigt. Erhalten: 0,062,0,066,0,134,0,058 mg CaSO.,. 


6. Versuche tiber das Verhalten des gefallten Mucoids. 





Vers.60 veritzte Cornea n-HCl schnelle Aufhellg. 
, “oe ™ Pa n-H,SO, . ‘ 
» “2 4 mt n-Essigsiiure schwache Triibung 
bleibt 
63 " i 10°/, ige Milchsiure desgl. 
64 + ss 10°/, ige Weinsiure . 
> - n-Ammoniak bleibt weib 
_ ae re - n-NaOQH schwache Triibung 
bleibt 
4 a ‘ ‘ Ammonium tart. 10°/,ig 
i ‘i ™ Ammonium lact. 10°/,ig 
a = _ is Pepsin + bleibt weif 
4 ae +9 " Trypsin 
Pe. | = - Papajotin 


1) Jickeli, Graefes Arch, Bd. 91, S. 880 (1916). 
®) Vgl. Pregl, Die quant. organ. Mikroanalyse, 8. 178 (1917). 
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In Versuch 60—71 wurden abrasierte Rindercorneae ver- 
wendet. Die Atzung wurde durch Einlegen in Kalkwasser 
bewirkt. 

Mineralsiiuren lésen bekanntlich das Hornhautmucoid, 
wihrend es die schwachen organischen Siuren fillen. Die 
Versuche mit ihren Ammoniumsalzen haben wir deshalb an- 
gestellt, weil sie in der ophthalmologischen Literatur als Auf- 
hellungsmittel angegeben wurden. Die Unwirksamkeit der 
Fermente beruht wahrscheinlich auf der Widerstandsfahigkeit 
des Collagens gegen Verdauung, die das Ejindringen in die 
Grundsubstanz behindert. 
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Zur Kenntnis der Gairungsbeschleunigungen. 
Von 
H. v. Euler und Signe Karlsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1922.) 


Das Ziel unserer Untersuchung tiber das Co-Enzym der 
alkoholischen Girung ist die Reinigung und schlieBliche Iso- 
lierung des von Harden und Young?) entdeckten interessanten 
Aktivators.?) Der AnlaB zur Wiederaufnahme der friiheren 
Arbeiten aus diesem Laboratorium *) war einerseits der Wunsch, 
eine exakte Abgrenzung des Co-Enzyms von den iibrigen Bio- 
katalysatoren B zu erreichen‘), andererseits und besonders die 
Notwendigkeit, bei der Fortsetzung unserer friiheren Versuche®) 
iiber den Einflu8 des Co-Enzyms auf den Phosphatumsatz und 
auf den normalen und anormalen Kohlehydratabbau (Diabetes) die 
Dosierung des Co-Enzyms auf eine sicherere Grundlage zustellen. 

Bei den ersten Versuchsreihen, welche der eine von uns 
1912, teilweise gemeinsam mit Prof. G. Forssner, Uppsala, 
angestellt hat, schien eine Eingabe von Co-Enzympriparaten 
per os unter gewissen Bedingungen eine giinstige Wirkung 
auszuiiben. Die sich daran anschlieBenden Versuche wurden 
zuniichst durch den Tod von Prot. Forssner unterbrochen und 
dann nicht ohne weiteres aufgenommen, weil eine Trennung 


1) Harden u. Young, Proce. Roy. Soc. Bd. 77, 8. 405 (1906). 
*) Euler u. Signe Karlsson, Biochem. Zs. Bd. 130, 8. 550 (1922). 


5) Euler u. Berggren, Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 5. 203 (1913). 


— §. Hagman, Biochem Zs. Bd. 69, S. 403 (1915). 


‘) Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 115, S. 155 (1921); Bd. 117, 


S. 28 (1921). — Tholin, Diese Zs. Bd. 115, 8. 235 (1921). 


5) Euler u. Funke, Diese Zs. Bd. 77, S. 488 (1912). — Euler, 


Diese Zs. Bd. 79, S. 375 (1912). 
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des Hardenschen Co-Enzyms von den wasserlislichen Vit- 
aminen erforderlich erschien, aber schwer durchzufiihren war. 
In einer Untersuchung von Euler und Svanberg?) iiber den 
Zusammenhang zwischen Kohlehydrat- und Phosphatstoffwechsel 
bei Diabetes wurde tiber die Wirkung der subkutanen Injektion 
yon Co-Enzym nur folgendes mitgeteilt: 

4s hatte sich in zwei Fiillen von Diabetes nach subkutaner 
Einfiihrung von Co-Knzym aus Hefe, oder genauer nach Ein- 
fihrung des Substanzgemisches, das man durch Extraktion von 
Trockenhefe mit Wasser und Entfernung der Kiwei8kérper und 
des anorganischen Phosphates erhilt, eine deutliche, wenn auch 
nicht sehr groBe Herabminderung des Zuckergehaltes (10 bzw. 
18°/, des Wertes) ergeben. In 5 Fallen, in denen das gleiche 
Priparat per os eingegeben wurde, erzielte man bei 14—22- 
tigiger Behandlung mit taglich 0,05 g dieser Substanz zwei 
positive Resultate (Erniedrigung des Zuckergehaltes um 12 bzw. 
28°/,), ein negatives Resultat (Erhéhung um 15°/,) und 2 Falle 
waren ohne merkbare Einwirkung. In einem Fall war ein 
besseres Resultat erzielt worden, nachdem die Extraktion des 
Priparates in der Wiirme mit 25°/,igem Alkohol erfolgt war, 
der 5°/, Salzsiiure enthielt. 

Dieses Ergebnis erweckte die Vermutung, daB es sich bei 
einer eventuellen Wirkung auf die Zuckerspaltung um einen 
den Vitaminen nahestehenden Aktivator handeln kénne.?)« 

Wie schon friiher betont wurde, enthilt das alkohol- 
gefillte Co-Enzym wasserlésliche Vitamine (Biokatalysatoren 8), 
Spater hat sich gezeigt, daf eine Scheidung der beiden Stoffe 
bis zu einem gewissen Grad auf Grund ihrer verschiedenen 
Thermostabilitit durchgefiihrt werden kann. Eine exakte Sepa- 
ration wird jedoch dadurch verhindert, daB die bis jetzt ge- 


1) Euler u. Svanberg, Biochem. Zs. Bd. 76, S. 326 und zwar 
S. 828 (1916), 

*) Die untersuchten Krankheitsfille gaben zur Vermutung Veran- 
lassung, da8 eine event. Co-Enzymwirkung stark von der Aciditaét beein- 
flu{t wird, und es wurde deshalb die alkoholische Giirung eingehend 
bei der konstanten Alkalinitat P,, = 8 untersucht (Euler und Svanberg, 
Diese Zs. Bd. 105, S. 187 (1919). 
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wonnenen Priparate stark verunreinigt sind, und zwar hat sich 
dies ganz besonders bei demjenigen tierischen Extrakt be- 
merkbar gemacht, bei welchem die Trennung von Co-Enzym 
und B-Vitamin am interessantesten ist, nimlich beim Muskel- 
preBsaft und Muskelextrakt, so daB die daraus gewinnbaren 
Aktivatoren des Kohlehydratabbaues') noch mit keinem der 
Hefeaktivatoren identifiziert werden konnten. 

Durch die hier mitzuteilenden Messungen wurde zunichst 
die absolute Wirksamkeit einer Reihe von Priaparaten fest- 
gestellt, welche durch Alkoholfillung aus Hefeextrakten ge- 
wonnen werden. 

Im Gegensatz zu analogen Versuchen an Enzymen mui 
hier auch das Enzym (der freie und gebundene Zymasekom- 
plex) der Menge und Qualitaét nach konstant gehalten werden, und 
wir haben bei unseren Versuchen mit einer als Standard benutzten 
und schon friiher charakterisierten ausgewaschenen Trockenhefe 
gearbeitet. Die Girungsgeschwindigkeit dieser ausgewaschenen 
Hefe selbst ist minimal, wie die oberste Zeile der im experi- 
mentellen Teil angegebenen Tabellen zeigt. Wie schon friiher 
betont, eignet sich aber bei weitem nicht jede Hefe fiir solche 
Versuche’); Oberhefen lassen sich im allgemeinen schlecht durch 
Auswaschen von Co-Enzym befreien. Sobald ein als Mafein- 
heit geeignetes Co-Enzympriaparat erhalten worden ist, werden 
Versuche an verschiedenen typischen Hefen angestellt, um die 
Einheit der Co-Enzymwirkung fiir mehrere Hefen festzustellen. 

Ks lag nahe, als MaB der Co-Enzymwirkung die von 
Willstatter zur Charakterisierung der Hefen eingefiihrten 
»Halbgirzeiten* zu wihlen und zwar bezogen auf 1 g unserer 
ausgewaschenen Trockenhefe. Indessen ware dies wegen der 
langen Giarungszeiten und der sich dadurch stark geltend 
machenden Stérungen nicht zweckméBbig. Wir haben deswegen 
die Anfangsgeschwindigkeiten der Kohlensiureentwicklung be- 
stimmt, welche unter bestimmten Bedingungen mit 1 g Trocken- 
hefe eintreten. 





1) QO. Meyerhof, Diese Zeitschr. 101, 165 und 102, 1 (1918). 
") Ganz ungeeignet sind natiirlich Hefen mit extrahierbarem Zymase- 
komplex. 
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Versuchsbedingungen. 


Die Kohlensiure, wurde wie immer im hiesigen Laboratorium, 
volumetrisch tiber Quecksilber aufgetangen und zwar bei Unter- 
druck und unter lebhaftem Schiitteln. 

Bei den in dieser Mitteilung beschriebenen Versuchen war 
das Gurungsvolumen durchgehends 20 ccm; Menge der aus- 
gewaschenen T'rockenhefe (trocken) 1g. Als Garsubstrat wurde 
stets reine Glucose in 10°/,iger Lésung verwendet, und die 
Lésung wurde durch 2°/, Phosphat auf der fiir die Garung 
optimalen Aciditat (p,, = 5) gehalten; also wurden gemischt: 


10 cem Phosphatlésung + 10cem Wasser ohne oder mit Co-Enzym 
+ 2g Glucose + 1 g ausgewaschene Trockenhefe. 


Bezeichnung der Aktivitat. 

Die Girungsgeschwindigkeit wurde durch die per Stunde 
entwickelte Anzahl ccm CO, ausgedriickt. Die Aktivitét des 
Co-Enzympriparates, die wir mit ACo zu bezeichnen vorschlagen, 
wurde auf die Gewichtseinheit bezogen, so daB 


__ eem CO,/Stunde 


ACo = g Co-Enzympriparat (Trockengewicht) 





Fir die im experimentellen Teil beschriebenen Priparate 
wurden folgende Aktivitaiten festgestellt: 

















Priiparat -— g Priiparat H 
A 4,5 0,20 22.5 
B 2.6 0,20 13,0 
I 7,1 0,25 28,4 
Il 63 0,25 25,2 
Il 2.6 0,20 13,0 
IV 5,0 0,20 25,0 
Vv 3,9 0,20 19,5 


Zum Vergleich beziiglich der Aktivitiét eignen sich nur die 
Angaben von Tholin (a.a.0.), Es zeigt sich, daB unsere besten 
Praparate (I und II) etwa die doppelte Aktivitat besitzen wie 
diejenigen von Tholin. 
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Das aus der im hiesigen Laboratorium in diesem Jahr 
vielfach untersuchten #-Hefe') dargestellte Priparat IV haben 
wir analysiert. Es haben sich folgende Zahlen ergeben: 


Stickstoff: Bestimmt nach Kjeldahl-Bang: 

7,75 mg Substanz gaben 0,635 mg N. Gef. 8,20°/, N. 

Gesamtphosphor: 

7,75mg Subst. gaben 39,91mg Ammoniumphosphomolybdat = 0,580, 

mg P. Gef. 7,48°/, P. 

Der gréBte Teil dieser Phosphatmenge ist durch Magnesia- 
mischung fallbar; es wurde namlich (mit dem gleichen Co- 
Enzympriparat) erhalten: 

Aus 0,5000 g Substanz 0,1127 g Mg,P,0,, entsprechend 0,0314 ¢ P. 

Gef. 6,28°/, P (mit Magnesiamischung fiillbar). 

Natiirlich kénnen diese Zahlen nur als Ausgangspunkte fiir 

weitere Reinigungsarbeiten betrachtet werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Proportionalitit zwischen Menge Co-Enzym und Giir- 
wirkung ergibt sich aus den Figuren 1 und 2. 
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1) Wir verdanken dieselbe Herrn Oberingenieur H. Brahmer. 
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Priparat I. 
50 g Trockenhefe // wurden mit 500 ccm Wasser bei 


60—70° 5 Stunden lang geriihri; hierauf wurde filtriert (Ver- 
such 2). 400 ccm wurden auf 60 ccm eingedunstet (Versuch 3). 

















ecm CO, in Minuten 
Nr. Zusatz : his 
60 | 130 | 165 | 205 | 250 | 330 
1 | Ohne Zusatz . . . ./] 0,5 0,8 0,9 | 1, 1,1 1,2 
2 110 cem Extrakt . . .| 1,85 | 3,0 | 3,25 | 3,75 | 4,75 | 6,25 
3 |1cem konz. Extrakt .| 1,0 2,0 | 2,5 | 3,0 o 4,0 








Der Versuch zeigt also, daB das Co-Enzym durch die Ein- 
dunstung (unter 50°) nicht wesentlich geschidigt wurde. 


Die eingedunsteten 60 ccm wurden mit der vierfachen 
Menge Alkohol gefiallt. Die anfangs klebrige Fallung verlor 
in Beriihrung mit dem Alkohol allmahlich Wasser; sie wurde 
abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und verrieben und im Va- 
kuumexsiccator getrocknet (Priparat L): 








eem CO, in Minuten 




















Ohne Zusatz . . ... «| 0,4 | 0,6 0,7 | 0,8 | 2,1 3,6 
5 
| 


+0,25 g PriparatI . . .| 5,2 | 7,2 | 13,0 | 19, 
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Praparat II. 


Dargestellt in gleicher Weise wie Priparat I aus 180 ¢ 
Trockenhefe und 1,5 Liter Wasser. 








ecm CO, in Minuten 





55 95 | 120 | 225 | 275 


Ohne Zusatz ee ae 
+ 6cem Co-Enzymextrakt . . .]| 4,0 








| 

a = = — ae 

- | 0,25 | 0,55 | 0,7 0,9 | 0,95 
| 72 | 15,0 | 21,5 | 27,3 


Das aus diesem Extrakt in gewohnlicher Weise ausgefiillte 
Co-Enzym zeigte folgende Wirksamkeit. 








eem CO, in Minuten 





60 | 120 | 190 | 240 | 290 | 460 





5| 14 | 20 | 2,6 | 100 


Ohne Zusatz . . 7 
5 | 12,8 | 18,0 | 23,0 | 47,0 


e- wo Oe 
+ 025 g Praparat I. . .]| 3,7 








Versuche zur Reinigung des Co-Enzyms durch Dialyse. 


i 


0,5 g Co-Enzym wurden in 10 ccm Wasser gelést. Die 
Lésung wurde in einem Kollodiumschlauch ungefihr 20 Stunden 
dialysiert. Der Inhalt des Schlauches wurde hierauf auf Co- 
Knzym gepriift. 





ecm CO, in Minuten 


t a | 
55 | 95 | 170 | 220 | 275 





0,55 


Ohne Zusatz . 


ie a ge 0,70 | 0,9 0,95 
+ 5cem dial. Co-Enzymlésung . . | 2,7 


82 | 32 | 5,0 











Der Versuch zeigt also, daB der gréBte Teil des Co-Kn- 
zymes bei der Dialyse verloren gegangen, bzw. durch die 
Kollodiummembran gegangen ist. 





+ = em OO, 
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Il. 


1 g Co-Enzym wurde in 10 ccm Wasser gelést. Die Dialyse 
durch einen Kollodiumschlauch wurde nun ca. 35 Stunden fort- 
gesetzt und zwar gegen rund 150 ccm destillierten Wassers. 
Das AuBenwasser wurde hierauf auf 12 ccm eingeengt und auf 
Co-Enzymwirkung zugleich mit dem im Schlauch verbliebenen 
Riickstand gepriift. 








ecm CO, in Minuten 





50 | 135 | 185 | 245 | 275 


Ohne Duseis. 2. . . + « 6 of OS 1,0 | 1,4 | 


1,6 | 1,15 
+ 4cem eingedunstetes AuBenwasser | 1,5 3,5 5,5 | 8,2 





+4eem Riickstand im Dialysier- | 
schlauch . . .-.... .{f 05 | 10 | 1,7 | 20 | 30 








Der Trockengewichtsbestimmung zufolge enthielten 4 ccm 
des eingedunsteten AuBenwassers 0,186 g Trockensubstanz. Diese 
0,186 g hatten nur eine halb so starke aktivierende Wirkung 
wie 0,25 g Priparat. Durch die Dialyse wurde also keine 
Verbesserung der Aktivitit erreicht, sondern es trat im Gegen- 
teil ein bedeutender Verlust an Co-Enzym ein. 


II. 


Wie auch die dritte Versuchsreihe zeigt, dialysiert das 
Co-Knzym durch Kollodium, wobei aber ein so starker Ver- 
lust eintritt, daB eine Erhéhung der Aktivitét nicht statt hat. 
0,5 gCo-Enzym in 10 ccm Wasser, 20 Stunden durch Kollodium 
gegen 100 com Wasser dialysiert; nach der Dialyse wurden die 
100 ccm auf 8 ccm eingeengt. 








ecm CO, in Minuten 











135 | 185 | 245 | 275 








ot tart ae 


Ohne Basets. . 1 sw te ew tl Ul OS 1 | 
1,5 3,5 5,5 8,3 10,5 


+ 4eem eingedunstetes AuBenwasser ; 


+ 4 cem dialysierter Inhalt des Kol- 
lodiumschlauches . . . . . .{ 0,5 | 1,0 | 1,7 | 2,0 | 3,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXITII. 
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IV. 


Drei parallele Versuchsreihen. 


In jeder wurden 0,5 g Co-Enzym in 10 ccm Wasser ge- 
lést und 20 Stunden durch Kollodium gegen 100 com Wasser 
dialysiert; die 100 ccm AuBenfliissigkeit wurden auf 10 com 
eingeengt. Bei A und B wurde die Aciditiit der innerhalb und 
auBerhalb des Dialysierschlauches befindlichen Fliissigkeit durch 
Phosphatzusatz variiert, und zwar war 


bei Versuch A p,, = 3; 
» Versuch B p,, = 4,5; 
Versuch C enthielt keinen Puffer. 




















ecm CO, in Minuten 

80 | 130 | 235 | 285 | 355 

One Zaeis. ss «ss. « s . eT ae ay eet oe 
A 1. AuBenfliissigkeit . . . - .] 1,5 3,0 5,0 | 6,5 | 10,0 
2. Innenflissigkeit . . . . .{ 101] 25 | 45 | 65 | 100 

B 1. AuBenfliissigkeit . . . . .| 2,5 3,5 | 5,5 | 7,0 | 9,5 
2. Innenfliissigkeit . . . . .| 6,0 | 10,0 — | 15,5 20,0 

C 1. AuBenfliissigkeit . . . . .| — | 15,0 | 29,0 87,0 47,0 
2. Innenfliissigkeit . . . . .] 2,5 3,0 7,0 | 10,0 13,5 
D 0,5 g Co-Enzym .... . . | 15,0 | 28,0 | 42,0 | 61,0 | 75,0 


Falls keine Inaktivierung des Co-Enzyms eingetreten wire 
miBten die entwickelten CO,-Mengen 1+ 2 bei A, B und C 
gleich groB gewesen sein wie bei D. Dieser Forderung kommt 
C am niachsten. Bei den Versuchen mit Phosphatzusatz ist 
das Co-Enzym offenbar in noch héherem Grad inaktiviert worden. 


f 


Kin analoger Versuch wurde mit drei verschiedenen Phos- 
phatzusatzen angestellt, durch welche die Aciditit in der Innen- 
und AuBenfliissigkeit auf p,, = 4,4 bzw. 5,0 und 6,0 gebracht 
wurde. Bei allen drei Siiuregraden zeigte sich die Inaktivierung 
des Co-Enzyms annihernd gleich; sie betrug etwa ?/, der ur- 
spriinglichen Wirkung. 
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Fallung des Co-Enzyms durch Alkohol. 


220 g T'rockenhefe wurden in 2 Liter kochendes Wasser 
eingerihrt. Nach 5 Minuten langem Kochen wurde auf 60° 
abgekiihlt und diese Temperatur 4 Stunden lang gehalten. Es 
wurde nun filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck 
(10—15 mm Hg) auf 50 ccm eingedunstet. Diese Lisung wurde 
mit der 5 fachen Menge 95°/, igen Alkohols gefallt. Die sandige 
Fallung wurde abgepreBt und im Vakuumexsiccator getrocknet. 

In gleicher Weise wurden verarbeitet 


220 g Trockenhefe, 2 Liter Wasser in Satz III 
300 g ” 2,5 45 ” ” » IV 





ccm n CO, i in Minuten 


45 | 110° ‘| 140 | 260 ~ 330 
Ohne Zusatz 0,5 | 0,7 0,15 0,8 1,4 
+ 10eem Co- ‘hana IIL . 2,5 | 7,0 11,5 23 31,5 
+ 0,2 ¢ Co-Enzym Il . 12 | 25 | 4,2 9,7 | 14,0 
+ 10eem Co-Enzymextr. IV . 25 | 62 | 9,0 17,0 22,0 











Aus 1500 ccm Extrakt III (10 ccm liefern 31,5 cem CO, 
in 830 Minuten) erhielten wir 15 g Praparat III (0,2 ¢g Pra- 
parat III liefern 14 ccm CQ, in 330 Minuten). 

Die Ausbeute betrug somit nicht mehr als 22°/, an aktivem 
Co-Enzym. 





eem CO, in Minuten 


70 | 120 | 210 | 260 | 320 











Che Seeis <<... eel oe 1,5 25 | 3,5 
+ 0,2 g Co-Enzym IV ans 4,2 8,0 16,7 20,8 | 25,8 




















40,2 g Co-Enzym . ... | 4,5 80 | 15,0 | 190 | 240 
| 
+ 0,2g Co-Enzym ... . 2,5 | 4,5 8,0 10,0 | 13,5 
> = ; ecm CO, in ‘Minuten 

45 100 | 120, | 815 

oe - — LSE — - ~ a = : ~~ 
imei oy ae 05 | 1,0 2,0 
10 eem Co earnest 3.5 2,0 10,0 22,0 40,0 
10cem Co-Enzymextr. gekocht 1,0 5,0 9,5 19,0 








See PT gtd Sieas ei ae feo 
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Bei Praparat IV (aus #-Hefe dargestellt) ist die Ausbeute 
etwas héher als 30°/,. 
Kin aus verschiedenen gemischten Trockenhefen bereitetes 


Co-Enzympriparat V ergab ebenfalls eine Ausbeute von etwa 
30°/, (siehe folgende Tabelle). 


























cem CO, in Minuten 
20 |. ah 875 
Ohne Zusatz he Sate 0,5 | 0,7 | 7 45 
+ 0,2 g Co-Enzympriparat V 1,5 5,0 23,8 
Reinigungsversuche. 
1. Fraktionierte Alkoholfallung. 
Versuch I. 


5g Co-Enzym 4, in 50 ccm Wasser gelést, wurde mit 
50 cem 96°/,igem Alkohol gefallt. Die Fallung wird mit 
Alkohol nachgewaschen und im Vakuum getrocknet; Ausbeute 
1,45 g (Fallung a). 

Das Filtrat wird mit dem gleichen Volumen Alkohol ge- 
fallt, der Niederschlag wird wie oben behandelt, Ausbeute 0,09 g 
(Fallung 3). 




















ecm CQO, in Minuten 7: 
8 | 25 | 275 
Ohne Zusatz . ....., 0,9 | 1,8 | 2,15 
+ 0,09 ¢ Fillungd . . . . 10 | 25 | 3,0 
+0,2g Fillunga .... 2,0 | 4,0 6,2 
| 


Die gesamte Alkoholfillung a + 6 machte nur wenig mebr 
als ein Viertel des angewandten Co-Enzyms aus; nur ein ge- 
ringer Bruchteil der Aktivitaét wurde zuriickgewonnen. 


Versuch LI. 


40 ccm Hefenextrakt Q wurde mit 10 com 96°/, igem Al- 
kohol versetzt. Die Fallung wurde zentrifugiert, mit Alkohol 
und Ather ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Aus- 
beute 1,63 g (Subst. J). 
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Dem Filtrat wurden weitere 10 ccm Alkohol zugegeben. 
Die Fallung, wie oben behandelt, betrug 0,197 g (Subst. II). 
Filtrat + 20 ccm Alkohol; Fallung, wie oben behandelt, 


betrug 0,332 g (Subst. ITI). 


Filtrat + 40 ccm Alkohol; Fallung, wie oben behandelt, 


betrug 0,131 g (Subst. IV). 
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-eem CO, in Minuten 





Ohne Zusatz ; 
+10 cem Hefenextrakt 





+ Subst. I . 
+ , I. 
» 
- = 


soi 
0,7 


8,0 
1,5 
0,4 
1,0 
1,0 








; 140 | 215 | 250 
1,0 | 1,5 2,0 

16,5 | 27,5 35,0 

30 | 4,1 5,5 

25 | 35 5,0 

25 | 4,0 5,0 

| 20 | 80 | 4,5 


Im ganzen wurde durch die Alkoholfallung also héchstens 
1/, des aktiven Co-Enzyms zuriickgewonnen. 


Versuch II. 


Es wurde untersucht, in welchem Grade durch unsere 
Methodik das Co-Enzym aus der Trockenhefe extrahiert wird. 








ecm CO, in Minuten 














65 | 120 | 245 | 290 | 320 

— aon cetera — = —— = | —~ = 
Ohne Zusatz . a ee ee 0,4 0,7 2,0 2,8 3,5 
+ 5ecm Hefenextrakt, unfiltriert 2,5 10,0 | 31,0 | 40,0 | 47,5 
+h, ; filtriert 3,5 9,8 | 28,0 | 35,5 | 43,0 
+10 , ‘s " 6,8 | 16,0 | 50,0 | 65,0 | 74,0 











Hin Vergleich der 2. und 3. Zeile zeigt, daB die Extraktion 
des Co-Enzyms ziemlich vollstindig ist (etwa 90°/, geht in 
das Filtrat). 

Die in den vorhergehenden Versuchen erlittenen Verluste 
sind also einer Inaktivierung des Co-Enzyms, eventuell der 
Abscheidung eines wirksamen Bestandteils zuzuschreiben. 


ORG AR had eet dea he papain dati eae RS Rae ae een ae Cia 
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Versuch IV. 


Reinigungsversuch durch Bleifillung’). 1g Co-Knzympri- 
parat, gelést in 50 ccm Wasser, wurde mit einer Lisung von 
Bleiacetat versetzt. Die entstandene Fillung wurde abfiltriert, 
der Uberschu8 von Blei wurde mit H,S gefillt; letzteres wurde 
durch Liiften entfernt. Das zum Bhenapieants angewandte 
Volumen entsprach 0,15 g Co-Enzympriparat. 








eem m CO, in Minuten 








120 | 155 | 200 | 235 
Ohne Zusatz. ... 0,8 | 1,0 | 1,5 | 2.5 
Ealbliites Wiléest cach Biifillbeng ait | | | 
me ee eee «te ew eS 1,0 | 15 | 25 | 3,0 
i 


Im Filtrat war nach der Bleibehandlung also nur wenig 
Co-Enzym wirksam; es diirfte durch die 1. Bleifillung entfernt 
oder durch das Bleisulfid adsorbiert worden sein. Das Ver- 
halten des Co-Enzyms zu Blei wird noch niiher studiert. 


2. Adsorption an Kaolin und Tonerde. 


Aus einer gréBeren Anzahl von Versuchen seien zwei als 
Beispiele angefiihrt. 
Versuch I. 


10 ccm Co-Enzymlésung werden mit 2,5 ccm Kaolinaut- 
schlammung = 1 g Kaolin versetzt und bleiben damit 1 Stunde 
in Berithrung. Hierauf wurde filtriert und die Wirksamkeit 
des Filtrats bestimmt. 








ecm CQ, in Minuten 





60 | 120 | 180 | 240 | 365 | 420 | 465 


Ohne Zusatz . . . . . . | 0,5 | 0,7 | 1,0 | 1,5 | 4,0] 6,0] 7,0 
+10 ecm Co- ‘Ruerenteilet 2,7 | 4,2 | 5,5 | 7,2 | 12,2 | 15,5 | 18,5 
+ 12,5 ,, ” | | 

nach Kaolinadsorption. . | 2,2 | 4,3 | 5,0 | 7,0 | 10,4) 13,1) 15,0 


i 

















Der Effekt der Kaolinbehandlung war also sehr gering. 
Um einen Anhaltspunkt iiber die Beziehung zwischen Co-Enzym- 





1) Vgl. hierzu O. Meyerhof, Diese Zeitschr. 102, 5. 25; 1918. 
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menge und Wirkung zu gewinnen, wurde noch folgender Ver- 
such angestellt: 





























ecm CQ, in Minuten 
75 | 120 225 | 285 | 345 
Ohne Zusatz . . 0,5 0,7 | — | 2,0 | — 
+ 0,03 g Co-Enzym 1,0 13 | 15 | 1,8 2,0 
40,068 4 1,0 a 3,3 
+0182 5 2,2 30 | 40 | 54 6,2 





Versuch II. 


Nachdem sich in einem (hier nicht mitgeteilten) Versuch 
sezeigt hatte, daB die Sorptionswirkung von Tonerde gegen- 
iiber aktivem Co-Enzym kaum gré8er war als diejenige des Kao- 
lins, wurde mit Riicksicht auf die eventuelle Anwendung der Ton- 
erde und des Kaolins zur Reinigung festgestellt, wie sich durch 
die Behandlung mit diesen Sorbentien die Aktivitit (Wirksam- 
keit) per Gramm Trockensubstanz andert. 








Trockengewicht 
in g/ecem 


60 | 120 | 290 | 340 | _ beob. | korr. 4) 


ecm CO, in Minuten 








Ohne Zusatz . . . . . | 0,5 | 0,9 | 2,0} 3,0] 0,0489 | 0,0489 


+ 5 eem Co-Enzymextrakt | 3,0 | 5,5 | 10,2 | 13,3 _ _ 
> 5 ”? ? 
nach Kaolinbehandlung | 1,9 | 3,0 | 7,0 | 9,5 | 0,0330 0,0485 
+ 5 eem Co-Enzymextrakt 
n. Tonerdebehandlung 1,5 | 2,8 | 6,7 | 9,0 | 0,0292 0,0438 




















Der Effekt ist also sehr gering und insofern praktisch 
nicht verwertbar, als die Abnahme des Trockengewichts nicht 
créBer (sogar etwas kleiner) ist als die Abnahme der Wirk- 
samkeit des Extrakts. 

Herrn Assistenten K. Myrbick danken wir fiir seine 
wertvolle Hilfe bei diesen Versuchen. 


1) Wegen der Verdiinnung beim Zusatz des Sorbenden. 

















Zur Frage des Blutzuckers. 
Von 


A. Stasiak. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Budapest. Direktor: Prof. GézaFarkas.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1922.) 


Verschiedene Autoren stellten wiederholt fest, daB es im 
Blut Substanzen gibt, die nach der Hydrolyse mit Mineral- 
siuren reduzierende Kérper abspalten, so daB die im wesent- 
lichen durch Glucose!) verursachte Reduktion des Blutes nach 
der Hydrolyse zunimmt. Diese Tatsache wurde zum ersten 
Male durch Pavy') festgestellt. Nach ihm beschiftigte sich 
hauptsichlich Lépine’) mit dieser Frage und gelangte dabei 
zum Begriffe des ,,sucre virtuel“, den er aber ziemlich in- 
konsequent gebraucht. Neuere diesbeziigliche Versuche stammen 
hauptsichlich von Bierry*), der aber Lépines Ergebnisse nur 
teilweise bestiitigen konnte (ebenso Ege ‘%), 

Da ja das Blut bekanntlich kohlenhydrathaltige Eiweil- 
kérper enthalt, so ist die Reduktionszunahme nach der Hydro- 
lyse selbstverstindlich. Fraglich ist aber, ob es auBer diesen 
Kohlenhydratgruppen im eiweibfreien Blutfiltrate auch noch 
Substanzen gibt, welche eine Zunahme der Reduktion nach der 
Hydrolyse verursachen. 

Von positiven Ergebnissen berichten Pavy?), der im Blute 


1) Richtiger wire es, von Reduktionswert, in Glucose berechnet, zu 
sprechen, da ja das Blut auBer Glucose in kleinen Mengen nach Best”’) 
auch andere Kohlenhydrate, ferner andersartige reduzierende Korper 
enthilt, wie Glucuronsiure, Kreatin, Kreatinin. Harnsiiure und das von 
Stepp™ gefundene Aldehyd. 
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das EiweiB mit Athyl- bzw. Methylalkohol fallt; Lépine') er- 
wihnt an einer Stelle nach EnteiweiBung des Blutes mit 
kochender Na,SO,-Lésung eine Zunahme des Reduktions- 
wertes, ohne Analysenwerte mitzuteilen; Frank und Brett- 
schneider) gebrauchen kolloidales Kisenhydroxyd und kommen 
zu positiven Ergebnissen sowohl fiir Plasma wie auch fiir 
Blutkérperchen; ebenso (?) Cooper und Walker’)!); Cam- 
midge) fallt das Eiwei8 im Blute mit Natriumwolframat und 
kommt zum gleichen Ergebnis. 

Hingegen berichtet Bierry®), daB er keine Zunahme des 
Reduktionsvermégens fand weder im Blute, noch im Plasma, 
wenn er das KEiwei& durch Hitze, Quecksilberacetat oder 
Alkohol fillt, und neben anderen ist es hauptsichlich dieser 
Befund, der ihm zur Annahme des ,,sucre protéidique“ fihrt, 
den er mit dem ,,sucre en combinaison“ identifiziert. v. Kérésy !°) 
fallt im Blute das Eiwei8 mit kolloidalem EKisenhydroxyd, 
Gutmann und Adler!) mit Sublimat, Krok!*) nach Bangs 
Methode und kommen hierbei zu negativen Resultaten. 

Bei Beginn meiner Arbeit stellte ich mir nun die Frage: 
kann sich im enteiweiBten Blutfiltrate auBer der direkt be- 
stimmbaren, als Glucose angesprochenen Reduktion auch noch 
ein Teil des ,kombinierten Zuckers“ finden? Unter ,,kombi- 
niertem Zucker“ verstehe ich alle die reduzierenden Substanzen, 
welche der direkten Bestimmung als Glucose nicht zuginglich 
sind, doch nach der Hydrolyse reduzierend wirken. Somit soll 
der Begriff auch den ,,sucre protéidique“ umfassen, welch 
letzterer in meinen Versuchen aber ausgeschlossen ist. 

Anfinglich wollte ich untersuchen, wie sich das eiweib- 
freie Blutfiltrat vor und nach der Hydrolyse mit 2°/,iger Salz- 
siure verhalt, wenn ich das EHiweiB einesteils nach Pavys?*) 
Vorschrift mit Athylalkohol, anderenteils mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd fille. Die Bestimmung der Reduktion des Filtrates 
geschah nach Bertrand. 

Doch die Ergebnisse der ersten Versuche zeigten bereits, 





1) Niheres iiber die Enteiwei8ungsmethode ist aus dem mir zu- 
giinglichen Referate nicht ersichtlich. 
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daB Alkohol zur EnteiweiBung des Blutes nicht geeignet ist, 
das Filtrat einesteils mit 20°/,iger Sulfosalicylsiure deutliche 
Fallung gab, anderenteils es einen bedeutend niedrigeren 
Zuckergehalt zeigte, als das Filtrat des mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd enteiweiBten Blutes. Sowohl diese als auch die 
spateren Angaben beziehen sich auf 100 ccm Blut. 

















Tabelle I. 
Nr. Blut Fallung mit Eisenhydroxyd Fallung mit Alkohol 
Glucose °/, Glucose °/, 
1 Hund; aus (),209 0,148 
der Carotis 0,204 0,138 
2.| — desgl. 0,106 ane? 
: 0,018 
— 0,124 0,043 
0,125 0,049 
4. Defibrin. 0,050 0,011 
Pferdeblut 0,050 











Ahnliche Resultate erhielt auch Shaffer!4, der einer- 
seits mit Methylalkohol, anderseits mit kolloidalem Kisen- 
hydroxyd enteiweibt; der Zuckergehalt des Methylalkoholfiltrates 
ist bedeutend geringer, als des Filtrates nach Fallung mit 
kolloidalem Eisenhydroxyd. Diese Resultate bestimmten mich 
dazu, Alkohol als Fallungsmittel nicht zu verwenden. 

Ich blieb daher bei der Fallung mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd und suchte ein Verfahren, welches mit womédglich 
kleinen Blutmengen arbeitet. Meinem Zweck entsprach ver- 
hiltnismaBig am besten die Methode von Mickel und Frank"), 
obzwar hier die EKinzelbestimmungen noch 5 cem Blut er- 
fordern. 

Als Versuchstiere verwandte ich Hunde. Bei den ersten 
Versuchen habe ich bei Athernarkose die A. carotis aus- 
prapariert und durch eine Kaniile ca. 50 ccm Blut entnommen. 
Zur Verhinderung der Gerinnung gebrauchte ich Natriumcitrat. 
5—5 cem des so gewonnenen Blutes enteiweiBte ich nach 
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Moéckel und Frank; in einem Teil der Filtrate bestimmte ich 
sogleich die Reduktion, den anderen Teil brachte ich auf 2°/, 
Salzsiuregehalt und kochte ihn 2 Stunden lang am RiickfluB- 
kiihler. Die Verbindung des Kochkolbens und RiickfluBbkiblers 
geschah ohne Kork- oder Gummipfropfen ganz einfach so, daB 
ich den kugelférmigen Kiihler in den Hals des ca. 200 ccm 
fassenden Kjeldahlschen Kochkolbens setzte. Ich iiberzeugte 
mich davon, dab bis zum Ende der Hydrolyse weder im 
Volumen noch im Sauregehalt der Fliissigkeit eine Veriinderung 
eintrat. Nach beendeter Hydrolyse kiihlte ich die Fliissigkeiten 
ab, neutralisierte unter bestindigem Kihlen und ermittelte 
dann ihren Reduktionswert. Die so erhaltenen Werte zeigt 
Tabelle LI. 


Tabelle II. 


Blutentnahme aus der A. carotis; Athernarkose. 
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Ny. Via tin Hpdeclns Nach der Hydrolyse Differenz 
ai ee ee 

l. ro 0,206 a) 0,223 + 0,017 

2, a 0,124 a 0,117 — 0,007 

nf 82) nae OY 4 +002 

4, pn 0,205 iro 0,232 + 0,028 











In 3 Fallen sehen wir also nach der Hydrolyse héhere 
Reduktionswerte, in einem Fall (Nr. 2) ist die Differenz inner- 
halb des Versuchsfehlers = 0 zu nehmen. 


Meine Zuckerwerte sind relativ hoch, obgleich sie in die 


von Bang!) angegebenen Grenzen fallen. 


Sie kénnen ihre 


Erklirung finden teilweise in der durch die Fesselung bedingten 
psychischen Hyperglykimie, teilweise in dem EinfluB der Nar- 
kose. Es war naheliegend daran zu denken, ob die Differenz 
der Reduktionswerte vor und nach der Hydrolyse nicht ver- 
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schwindet oder sich vermindert, wenn ich die experimentelle 
Hyperglykamie soweit als méglich ausschalte. Darum trachtete 
ich die Blutentnahme dahin zu gestalten, daB dieselbe mig- 
lichst kurze Zeit in Anspruch nehme und die Narkose wo- 
moglich wegfalle. Deshalb entnahm ich im folgenden das Blut 
der frei praparierten V. jugularis mittels Punktion; anfangs 
narkotisierte ich kurze Zeit, spiter gebrauchte ich Athyi- 
chloridanisthesie. Um den eventuellen EKinflu8 der Narkose 
und andauernder Fesselung zu untersuchen, lieB ich das Tier 
nach der ersten Blutentnahme 1—1'/, Stunden narkotisieren 
und wiederholte dann die Punktion an der Jugularis. Doch 
gelang ich, wie Tabelle III zeigt, auch so zu keinen anderen 
Ergebnissen. 


Tabelle IIL. 


Blutentnahme aus der Jugularis. 























Nr. Viesdieaniait der| Vor der Hyrolyse | Nach der Hydrolyse a 
B Bice cect ME Wt aS 
Athernarkose | 14s} | gasp} 97 | +008 
1. 
maa | 22) ones | 828) geen | ay 
7 seas can 0,138 ae . — 0,002 
2. 
desg], ae 0,144 mean 0,180 + 0,036 
desgl. a 0,103 nai 0,177 + 0,074 
3. 
desgl. ae 0,280 se, 0,332 + 0,052 
(| “atthe | oso} °° | ono} 909 | +402 
"Lihernazkoee | 00004 8 | qazo} 0808 | +9118 
s| Aico | ere} cose | pean} oot | + 00x 
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Diese Fille zeigen selbst bei der ersten Blutentnahme 
eher noch héhere Differenzen als die ersten Versuche, mit Aus- 
nahme von Nr. 2, wo die Differenz in der ersten Blutprobe 
gleich 0 ist. 

Zu den weiteren Versuchen wihlte ich zur Blutentnahme 
ein noch rascheres Verfahren, die Herzpunktion. 

Tabelle IV zeigt die Ergebnisse von 13 Untersuchungen; 
in fiinf derselben (Nr. 2, 3, 5, 8, 12) ist die Differenz gleich 0, 
in den tibrigen schwankt sie zwischen 0,016—0,079. Auch 
unter den neun, auf andere Weise entnommenen Blutproben 
(Tabelle If und III) sind zwei, die keine Differenz zeigen, 
wihrend in den iibrigen Fallen die Differenz 0,017—0,074 be- 
trigt, einen extremen Fall (Nr. 4, Tb. IIl) ausgenommen, 
wo nach 1 stiindiger Athernarkose die Differenz 0,119 
betrug. 

Nach diesen Ergebnissen muB die Antwort auf die im 
Anfang gestellte Frage lauten: in den meisten Fallen finden 
wir im eiweiBfreien Blutfiltrate ein Zunehmen des Reduktions- 
vermégens nach Salzsiiurehydrolyse. Somit besteht der kombi- 
nierte Zucker des Blutes mindestens aus zwei Teilen: dem 
KiweiBzucker und dem in diesen Versuchen nachgewiesenen 
zuckerabspaltenden Bestandteile des eiweiBfreien Blutfiltrates. 

Nun stellte sich die nichste Frage: welche ist die Sub- 
stanz, die das Anwachsen des Reduktionsvermégens nach der 
Hydrolyse bedingt? In Betracht kame, von glykosidartigen 
Kérpern und gepaarten Glucuronsiuren abgesehen, ein Di- 
saccharid, ehestens Maltose, anderseits kolloidale Polysaccharide, 
wie Glykogen- oder dextrinaihnliche Substanzen. Beziiglich 
der letzteren wire der Beobachtung von Freund’’) zu ge- 
denken, der aus dem Blute das sogenannte ,,tierische Gummi“ 
darstellte, ferner der von Huppert?’), Pfliiger?°) und Schén- 
dorff?!) nachgewiesenen minimalen Glykogenmengen. Diese 
Kérper kénnten ja als Vorlaufer der wenig bekannten, aus 
dem Harne darstellbaren Polysaccharide betrachtet werden, wie 
dies Cammidge’) fir die von ihm im Blute und Harne 
nachgewiesenen polysaccharidartigen Substanzen wahrschein- 
lich macht. 
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Tabelle IV. 









































Nr Verfahren bei der | Vor der Hydrolyse} Nach der Hydrolyse Differe 
Blutentnahme Glucose °/, Glucose °/, — 
, 0,060 0,100 
i Herzpunktion 0.058 0,059 aon - 0,099 + 0,040 
? ? 
0,095 0,098 
2. desgl. ; 
esg anne 0,093 sre 0,098 + 0,005 
0,080 0,080 
3. desgl. pats 0,080 0.080 0,080 0 
? ’ 
0,117 
4, desgl. 0,040 0.199 | 0,119 + 0,079 
? 
0,084 0,084 
5, desgl. 0.088 0,086 0.092 0,088 + 0,002 
? ? 
0,108 0,156 
1. . 11 : : 46 
6 desg 0,112 0,110 a 0,156 + 0,046 
093 0,128 : 
7. desgl. nt 0,091 ase 0,122 + 0,031 & 
’ ’ 5 
0,116 0,108 : 
8. desgl. rat 0,112 4 sie 0,105 — 0,007 2 
’ »] . 
089 10 
9. desgl. : on “ 0,089 ' 7 | 0,104 + 0,015 
? ’ 
0,075 0,137 : , 
10. desgl. 0,07 0,073 ae 0,135 + 0,062 
0,070 0,112 
11. desgl. es ff: x 0,068 meen 0,112 4+ 0,044 
] ? 
0,084 
desgl. 0,084 ake * 0,084 0 
12. 
nach 1St.Athernar-| 0,210 0,205 | . 
0,210 , 0,20: — 0,005 
kose Herzpunktion| 0,210 0,205 J ; 
’ 0,071 0,089 
Herzpunktion asin 0,073 none 0,089 + 0,016 
? ? 
13. - 
nachtSt.Athernar-{ 0,178 0,224 e ee 
0,175 0,222 +0047 
kose Herzpunktion} 0,172 , 0,220) ’ : 
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Die Anwesenheit von Maltose neben Glucose im Blut- 
filtrate suchte ich durch die Osazonprobe festzustellen. Ich 
stellte aus dem Blutfiltrate (Tb. 1V, Nr. 10 u. 11) die Osa- 
zone**) dar, trocknete die mit Wasser und Benzol gut ausge- 
waschene kleine Krystallmenge, verrieb sie dann mit wenig 
Aceton und filtrierte. Aus dem Filtrate schieden sich jedoch 
keine Maltosazonkrystaile aus, waihrend ich aus einem Maltose- 
Glucosegemisch von je 0,05°/, auf ihnliche Weise Maltosazon- 
krystalle erhalten habe. Ubrigens konnte ich mir dann auch 
aus den Reduktionswerten berechnen, daf die Zunahme der 
Reduktion nicht auf Maltose zuriickzufiihren sein kann, da 
sonst die direkt bestimmte Reduktion des Blutfiltrates (aus 
Nr. 11 berechnet) nur zu ca. 25°/, von Glucose und zu 
ca. 75°/, von Maltose herriihren miiBte. 

Demnach enthalt das Blut keine Maltose, wenigstens nicht 
in solchen Mengen, welche hier in Betracht kamen. Es muB 
also ein anderer, nach der Siurehydrolyse reduzierende Sub- 
stanzen liefernder Koérper im Blute vorhanden sein. Sollite 
dies ein kolloidales Polysaccharid sein, so muBte es wenigstens 
teilweise der Fiallung durch kolloidales Eisenhydroxyd ent- 
gangen sein. Um dies zu entscheiden, mischte ich 5 ccm ver- 
schiedene, ca. 0,1°/,ige Polysaccharidlésungen (Amylum solub. 
Merck, Amylum tritici, Amylum solani, Dextrin, Glykogen) zu 
5ccm Blut, dessen Reduktionsvermégen nach der Hydrolyse 
ich bereits kannte, fallte das Gemisch mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd und hydrolysierte das Filtrat (Tabelle V). 

Diese Versuche zeigen, daf das kolloidale Kisenhydroxyd 
Dextrin iiberhaupt nicht fallt, von den verschiedenen Starke- 
arten und Glykogen geht auch ein gréBerer Teil der gesamten 
zugesetzten Menge in das Filtrat iiber. 

Uber ihnliche Versuche berichten auch Guttmann und 
Adler!), doch gebrauchten dieselben Sublimat als Fallungs- 
mittel; in ihren Versuchen gelangte Amylum solub. Kahlbaum 
in das Filtrat, Glykogen und Amylum solani wurde aber aus- 
gefallt, wie dies fiir Glykogen auch bei einem meiner Ver- 
suche — Tab. VI, Nr. 1 — nahezu zutraf. Auffallend war nun, 
da8 dieselben Autoren in ihren Versuchen auch keine Zu- 
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Tabelle V. 
Reduktion des Reduktion des Reduktion des 
Pol havid Polysaccharids | Blutes nach der | Blut-Polysaccha- 
i nee derHydrolyse| Hydrolyse in aoa 4 
in Glucose °/, Glucose °/, ye ate : : os 
Amylum solub. aaees _ | 0,044 4 208). 
ital 0,168 0,167 ae 0,046 *) it 0,146 
' 0,994 0,112 0,156 
A i ? ] ’ 7 
mylum solani Howe 0,997 Knee 0,112 at 0,159 
| 0,120 0,077 
9 1 ? ~ 
Amylum tritici ae 0,120 Spuren ') ca 0,074 
: 0,102 0,112 0,210) 
D ? ? ? ¢ 
extrin 0,101 0,101 hoe 0,112 0.210 0,210 
0,069 0,085 0,132 s 
l k ’ ’ ’ 
Glykogen ae 0,068 cae 0,085 a 0,131 
0,080 0,139 0,169) 
nee | aii Minis — esd _— 











nahme des Reduktionswertes nach der Hydrolyse feststellen 
konnten. Darum stellte ich vergleichende Versuche an, indem 
ich in demselben Blute einesteils mit kolloidalem Hisen- 
hydroxyd, andernteils mit Sublimat nach Schenk das Eiweif 
fallte und dann den Reduktionswert vor und nach der Hydro- 
lyse bestimmte (Tabelle VI). 

Aus diesen Versuchen sehen wir, daB das Filtrat des- 
selben Blutes nach der Hydrolyse bei Enteiwei8ung mit kolloi- 
dalem Hisenhydroxyd eine deutliche Differenz zeigt, wihrend 
bei Fallung mit Sublimat dieselbe nicht nachzuweisen ist. 
Demgem&B wird also die Substanz, welche das Anwachsen 
des Reduktionswertes nach der Hydrolyse bedingt, durch 
Sublimat gefalit durch kolloidales Eisenhydroxyd jedoch 
jedenfalls nicht vollstandig, ahnlich wie das Glykogen. Ich 
muB aber bemerken, da8 keines der Blutfiltrate eine Jod- 





1) Seit der Blutentnahme sind mehr als 24 Stunden versirichen, 
daher die niedrigen Reduktionswerte. 
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reaktion gab. Somit weisen diese Versuche darauf hin, daB es 
sich um die Gegenwart eines kolloidalen Polysaccharides handeln 
diirfte. Was fiir eines muB vorlaufig dahingestellt bleiben. 


Zusammenfassung. 


1. Hundeblut, sowohl arteriéses, wie venéses, enthilt auger 
dem direkt bestimmbaren Traubenzucker ein komplexes Kohlen- 
hydrat, welches das Anwachsen des Reduktionsvermégens im 
eiweiBfreien Blutfiltrate nach der Hydrolyse mit 2°/,iger Salz- 
siure bewirkt. 


2. Das komplexe Kohlenhydrat ist nicht Maltose; mig- 
licherweise ist es ein kolloidales Polysaccharid. 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXI. Mitteilung.’) 


Uber die organischen Basen des Schweinefleisches. 


Von 
I. A. Smorodinzew. 


(Aus dem mediz.-chem. Laboratorium der Universitat Moskau und aus dem Laboratorium 
fir biologische Chemie der Héheren Frauenkurse (2. Universitit Moskau). 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1922.) 


Die in meinen friitheren Abhandlungen?) beschriebene ver- 
gleichende Methode wurde auch bei der Untersuchung des 
Schweinefleischextrakts angewandt, nur mit dem Unterschied, 
daB die zwei ersten Portionen A und B von verschiedenen, 
die dritte und vierte dagegen von einem und demselben Tiere 
genommen wurden. 


Portion A. 


Aus 2100 g Schweinefleisch (VorderfuB) wurde auf die 
iibliche Weise ein Extrakt bereitet und genau so, wie in 
Hoppe-Seylers Handbuch*) angegeben ist, d.h. unter vor- 
heriger Fallung mit Bleizucker und unter Schwefelsiurezusatz, 
behandelt. 

I. Silberniederschlag. Durch die iiblichen Reaktionen 
wurde das Vorhandensein geringer Quantititen Purinbasen 
und Kreatinin nachgewiesen. 





1) XX. Mitteilung. Russk. physiol. journ. 1919. 

*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214, 221 (1914). 

*) H. Thierfelder, Hoppe-Seylers Handb. der physiol.- und 
pathol.-chem. Analyse 1909, S. 758. 
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I. Silberbarytniederschlag. Es krystallisierten 4,1 g 
freien Carnosins aus, welches sich bei 239—242° zersetzte. 
Daraus wurde ein Nitrat bereitet, das bei 212—213° schmolz, 
nachdem es durch Krystallisieren gereinigt worden war. 

II. Silberniederschlag: Kreatinin und Purine. 

Il. Silberbarytniederschlag. Es wurde Methyl- 
guanidinpikrat mit dem Schmelzpunkt 201,5° isoliert.?) 

Wismutjodidniederschlag lieferte 3,1 g einer Sublimat- 
verbindung. Der Schmelzpunkt der umkrystallisierten Substanz 
lag bei 196—197°. 


I. 0,2162 g der trocknen Substanz gaben 0,1663 g HgS, welches bei 
95—100° getrocknet wurde. 

II. Das Filtrat vom HgS, welches mit CaCO, abgedampft wurde, 
gab 0,2060 g Ag(Cl. 

III. 0,3180 g derselben Substanz lieferten 0,2456 g HgS. 

IV. Im Filtrat vom HgS (III) erwiesen sich 0,3036 g AgCl. 


Gefunden Berechnet fiir 
I If Ill IV C,H,,NO,Cl-6HgCl,; C,H,;NO, - 6HgCl, 
Hg 66,28°9/, — 66,54°/, — 65,83 /, 67,169/ 
Cl — 28,54°9/, — 23,619/, 25,220/, 23,85, /° 


Die Daten dieser Analysen entsprechen besser der zweiten 
Formel, und das Verhiltnis Hg:Cl = 1:2,01 beweist, dab 
das Molekiil der analysierten Substanz ohne Salzsaiure gebildet 
ist, AuBer den bekannten Verbindungen C,H,,NO,Cl-6HgCl, 
und C,H,.NO,-2HgCl, liefert somit das Carnitin noch ein Queck- 
silberchloriddoppelsalz von der Zusammensetzung C,H,,NO,- 
6HgCl,, welches denselben Schmelzpunkt wie das Salz mit 
2HgCl,*) zeigt; die Bedingungen, unter welchen sich dieses 
neue Salz bildet, bleiben unaufgeklirt. 

Aus den bei den Bestimmungen II und IV erhaltenen 
Filtraten wurde das bei 150° schmelzende Carnitingo!d- 
chlorid dargestellt.*) 

Wismutjodidfiltrat. Aus dieser Fraktion wurde gleich- 
falls ein bei 150° ‘schmelzendes Chloraurat erhalten. 


1) Wl. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 47, 8. 471 (1905). 
*) R. Krimberg, Diese Zs. Bd. 50, S. 363 (1907). 
3) R. Krimberg, Diese Zs. Bd. 50, S. 371 (1907). 
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Portion B.} 


Hier versuchte ich den Kinflu8 einer Acetonbehandlung 
bei der Isolierung der Basen aufzukliren. Aus 7 kg Schweine- 
fleisch wurde genau auf dieselbe Art wie in Portion A ein 
Phosphorwolframniederschlag erzeugt, wozu 925 g der krystal- 
linischen Saiure verbraucht wurden. Der Niederschlag wurde 
mit einer wiBrigen Acetonlésung (4 Teile Aceton auf 3 Teile 
Wasser) behandelt, und zwar eine lingere Zeit (48 Stunden) 
als bei der Untersuchung des Pferdefleisches.?) 

Die Acetonlésung der Phosphorwolframate wurde 
mit warmem Barytwasser zersetzt und auf die iibliche Weise 
untersucht. 

Bei der Einengung der neutralisierten Lésung krystalli- 
sierten unmittelbar 19,4 g Kreatin aus; die Krystalle ver. 
wittern leicht auf dem Wasserbade, geben nach dem Kochen 
mit Schwefelsiure Jaffes, Weyls und Salkowskis Reaktionen 
auf Kreatinin. 

I. Silberniederschlag: 1,4 g Purine.) 

Aus dem ersten Silberbarytniederschlag gelang es, 
21,1 g krystallinischen freien Carnosins zu isolieren. Nach 
der Reinigung erreichte die Zersetzungstemperatur dieser Sub- 
stanz 241—243°. 

Il. Silberbarytniederschlag. Hier ergaben sich 2,2 g 
salpetersauren Methylguanidins; zur Reinigung wurde das 
Pikrat bereitet, welches nach dem mehrmaligen Umkrystalli- 
sieren aus heiBem Wasser bei 201,5° schmolz. 

Wismutjodidniederschlag. Es wurden 3,2 g einer 
Sublimatverbindung erhalten. 

Das Phosphorwolframat, welches sich im Aceton nicht 
aufgelést hatte, wurde durch Verreiben mit krystallinischem 





1) Die Untersuchung dieser Portion wurde von mir zusammen mit 
Fr], 8S. Sasslawski ausgefiihrt. 

*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, S. 14 (1918). 

5) Sowohl hier, wie auch weiter unten bezeichne ich die ent- 
sprechenden Fraktionen, welche die den Purinkérpern eigentiimlichen 
Reaktionen zeigen, kurzum als Purine, obgleich diese Fraktionen auBer 
den Purinen noch manche anderen Kérper entbalten miissen. 
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Baryt zersetzt. Daraus wurden 3,1 g durch die entsprechenden 
Reaktionen identifizierten Kreatins erhalten. 

In dem Silberniederschlag ergaben sich 1,2 g Purine. 

I. Silberbarytniederschlag lieferte eine stark links- 
drehende Liésung, woraus 6,0 g rechtsdrehenden') Carnosins 
auskrystallisiert wurden, d.h. 22,1°/, der gesamten aus der 
Portion B isolierten Menge dieser Base. Bei der Untersuchung 
des Pterdefleisches, wobei der Phosphorwolframsiurenieder- 
schlag eine kiirzere Zeit mit Acetonwasser extrahiert wurde, 
blieben etwa 80°/, Carnosinverbindung ungeldst.’) 

II. Silberbaryt- und Wismutjodidniederschlag. Aus 
diesen Fraktionen gelang es nicht, irgend etwas Bestimmtes 
auszuscheiden. 


Die Portionen C und D wurden durch die Halbierung 
eines Extraktes erhalten, welches auf die iibliche Weise aus 
7 kg Schweinefleisch bereitet wurde, welches dem Hinterbein 
eines frischgeschlachteten Tieres entnommen war. Nach dem 
dritten Extrahieren mit Wasser wurde der Rest ausgepreBt; 
dieser wog nur 2,8 kg, es waren also gegen 60°/, der Bestand- 
teile des rohen Fleisches (aus Schaffleisch — 63,4°/,)%) in das 
Extrakt tibergegangen. 

Alle Extrakte zusammen wurden bis auf 1 Liter eingeengt. 

V. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir je 
5ecem Lésung 102,6 ecm bzw. 102,4cem bzw. 102,5 cem '/,) n-H,SO, 
verbraucht, was einem Gehalt von 28,8 g N in der Gesamtmenge des Ex- 
trakts und 0,41°/) N bei der Umrechnung auf die genommene Fleisch- 
menge entspricht. 


Der Gehalt des Stickstoffs im Extrakte des Ochsenfleisches 
betragt 0,45 °/,*), in dem des Schaffleisches — 0,33.°/,°) 

Nach der Stickstoffbestimmung wurden 15,0 com Wasser 
zum Extrakt zugegeben und dieses in zwei Hilften C und D 
geteilt, die weiter getrennt nach verschiedenen Methoden unter- 





) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, S. 17 (1913). 
*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, S. 19 (1913). 
3) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 221 (1914). 
*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 (1914). 
5) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 221 (1914), 
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sucht wurden, damit der KinfluB der Behandlung mit Aceton 
und Quecksilbersulfat verglichen werden konnte. 

Die Portion C wurde unmittelbar, ohne Zusatz von Blei- 
zucker und Schwefelsiure, mit 50°/,iger Phosphorwolframsiiure- 
lésung gefallt. Zur vollstandigen Fallung bis zum Ausbleiben 
eines Niederschlags beim Zusatz 1°/,iger Phosphorwolfram- 
siure waren 300 g krystallinische Phosphorwolframsiure nitig. 

Das Phosphorwolframfiltrat wurde nach der Befreiung 
von der Phosphorwolframsiiure bei neutraler Reaktion bis auf 
500 ccm eingedampft. 

VI. Zwei Proben von 5 ccm gaben eine Ammoniakmenge, zu deren 
Neutralisierung 18,0 cem bzw. 18,2 cem 1/,) n-H,SO, nétig waren, was 
2,54 g N in gesamtem Phosphorwolframfiltrat entspricht. 

Der Phosphorwolframniederschlag, der nach dem 
Trocknen im Exsiccator 781 g wog, wurde mit 700 ccm einer 
wiBrigen Acetonlésung (4 Teile Aceton auf 3 Teile Wasser) im 
Morser verrieben und unter 6fterem Umschiitteln 4 Tage lang 
in einem GlasgefaBe stehengelassen. Dann wurde die Liésung 
abfiltriert, mit warmem Barytwasser zersetzt, der Baryt mit 
einem Kohlensaurestrom entfernt und das Filtrat bis auf 500 ccm 
eingeengt. 

VII. Die aus zwei Proben von je 5 ccm erhaltene Ammoniakmenge 
entsprach 28,7 bzw. 28,5 ccm '/,, n-H,SO,, was g 4,0 N in erster Fraktion 
Acetonlésung entsprach. 

Das in Acetonwasser ungelést gebliebene Phosphorwolframat 
wurde noch dreimal je 24 Stunden mit 700 ccm Acetonwasser 
ausgezogen. Diese drei 2,1 Liter fassenden Extrakte wurden 
zusammengegossen, mit warmem Barytwasser zersetzt, mit 
Kohlensiure neutralisiert und bis auf 500 ccm eingeengt. 

Vill. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5 ecm Lésung 15,1 bzw. 14,9 cem 3/,9 n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 2,1 g N in zweiter Fraktion Acetonlésung entsprach. 

Das ungeldst gebliebene Phosphorwolframat wurde zum 
finftenmal mit 700 ccm Acetonwasser 48 Stunden unter zeit- 
weiligem Umschiitteln ausgezogen. Die erhaltene auf die ib- 
liche Weise behandelte Lisung wurde bis auf 200 ccm ein- 
geengt. 


IX. Zwei Proben von 5 ecm gaben eine Ammoniakmenge, 21 
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deren Neutralisierung 2,6 bzw. 2,7 eem 1/,, n-H,SO, nétig waren, was 
0,15 g N in dritter Fraktion Acetonlésung entsprach. 


Das im Acetonwasser ungelést gebliebene Phosphorwolframat 
wog nach dem Trocknen im Exsikkator 137 g und enthielt 
1,82 g N (s. weiter unten XIV). Somit waren von der Gesamt- 
menge (8,07 g) des im Phosphorwolframniederschlag enthaltenen N 
der organischen Verbindungen wihrend 9 Tagen in das Aceton- 
wasser (3,5 Liter) 6,25 g, d. h. 77,5°/, iibergegangen, wobei sich 
im ersten Extrakt 64°/,, in den drei folgenden 33,6°/, und im 
fiinften nur noch 2,4°|, des gesamten N der acetonléslichen 
Verbindungen erwiesen. Im Verhiltnis zum Gesamtgewicht 
der Phosphorwolframate waren 82,5°/, in das Acetonextrakt 
iibergegangen. 

Nach der Stickstoffbestimmung wurden die drei Fraktionen 
der Acetonlésung vereinigt und auf die iibliche Weise unter- 
sucht, wobei 4,7 g Kreatin auskrystallisierten. Die Substanz 
wurde durch die entsprechenden Reaktionen identifiziert. 

Silberniederschlag lieferte 2,9 g Trockensubstanz, welche 
die Xanthinprobe mit einer schwachen Violettfairbung, aber keine 
Weidelsche Reaktion gab, sich in Séuren léste und von Am- 
moniak und ammoniakalischer Silbernitratlésung gefallt wurde. 

I. Silberbarytniederschlag. Die daraus auf die iibliche 


Weise erhaltene Lésung wurde auf 500 ccm gebracht. 

X. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 5 ecm 
Lisung 9,2 ozw. 9,2 cem */,, n-H,SO, verbraucht, was einem Gehalt an 
1,29 g N in Silberbarytniederschlag entspricht. 


Aus der Lésung wurden 6,0g rohes Carnosin auskrystalli- 
siert, welches als salpetersaures Salz mit dem Schmelzp. 212 
bis 213° gereinigt wurde. 

II. Silberbarytniederschlag. 3,6 g daraus erhaltenen 
salpetersauren Methylguanidins wurden zur Reinigung in das 
Pikrat iibergefiihrt, welches in zwei Formen krystallisierte: 
citronengelbe feine filzartig oder federbartartig') gruppierte 
Nidelchen und lange rautenférmige orangefarbene T'afeln. Nach 
mehrfachem Umkrystallisieren wurde eine Fraktion hellgelber 
Nidelchen mit dem Schmelzp. 201,5° erhalten. 





1) WI. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 47, 8. 471 (1906). 
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XI. 0,0867 g des bei 105° getrockneten Pikrats gaben 21,6 cem N 
bei 19° und 750 mm Bar. 


Gef. Ber. f. 
XI C,H,N, a C,H;N,0, 
N = 28,01°/, 27,82 %/, 


Wismutjodidniederschlag lieferte 5,3 g einer Sublimat- 
verbindung. Nach zweimaligem Umkrystallisieren lag die Zer- 
setzungstemperatur derselben zwischen 205—210°. 

XII. 0,7864 g der im Vakuumexsiccator getrockneten Substanz 
lieferten 0,5973 g bei 95—100° getrockneten HgS. 

XIII. Aus dem mit CaCO, abgedampften Filtrate von HgS wurden 
0,7926 g AgCl erhalten. 


Gef. Ber. f. 

XII XII C,H,,NO,Cl - 6HgCl, 
Hg 65,48°/, ns 65,83°/, 
Cl i 24,939/, 25,22°/, 


Hier fiel offenbar eine Verbindung von Carnitin mit 
6 Molekiilen Sublimat aus, welche aber zum Unterschied von 
der aus der Portion A isolierten auch ein Salzsiuremolekiil 
enthielt. 

Das im wiBrigen Aceton ungelést gebliebene Phos- 
phorwolframat wurde mit Baryt zersetzt, mit Kohlen- 
siure neutralisiert und bis auf 250 ccm eingeengt. 

XIV. Die aus zwei Proben von je 5 ccm erbaltene Ammoniakmenge 
entsprach 25,9 bzw. 26.1 cem '/,, n-H,SO,, d. h. 1,82 g N im waBrigen 
Aceton ungelist gebliebenes Phosphorwolframat. 

Aus dieser Fraktion konnte kein Kreatin auskrystallisiert 
werden. 

Im Silberniederschlag waren 0,6 g Purine enthalten. 
Die aus dem ersten Silberbarytniederschlag erhaltene 
Lésung wurde bis auf 200 ccm eingeengt. 

XV. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5 ecm Lésung 16,0 g bzw. 16,1 ecm ?/,, n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 0,90 g N im ersten Silberbarytniederschlag entspricht, d. h. 
ca. 50°/, N des in Aceton unléslichen Teiles der Phosphorwolframate 
fallen auf das Carnosin! Beim weiteren Kinengen krystallisierte die ganze 
Lésung durchwegs in Gestalt kleiner, fiir das Carnosin charakteristischer, 
zu Kugeln angeordneter Nidelchen aus; die dabei erhaltenen 3,6 g 
machen 38°/, der gesamten aus der Portion C isolierten Carnosinmenge 
aus. Die Substanz konnte sehr leicht durch Uberschichtung ihrer wiib- 
rigen Lésung mit Alkohol umkrystallisiert werden und gab ein Priparat, 
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welches sich bei 241—242° zersetzte. Gegen alle Erwartung waren 
somit die Beimengungen, welche der Krystallisationsfihigkeit des Carnosins 
hinderlich sind, in die Acetonlésung tibergegangen und ein ziemlich 
groBer Teil Carnosinphosphorwolframat in Acetonwasser ungelést zuriick- 
geblieben. Es kann daher, wie ich schon einmal Gelegenheit hatte, aus- 
gusagen'), die Behandlung mit Acetonwasser bei der Untersuchung des 
Fleischextraktes fiir tiberfliissig angesehen werden, da sie den Ertrag der 
isolierten Basen, im besondern des Carnosins, nicht erhéht. 

Il. Silberbarytniederschlag. Methylguanidin gelang es 
nicht auszuscheiden; das in Gestalt von Ol erhaltene Pikrat 
krystallisierte nicht. 

Wismutjodidniederschlag lieferte 1,24 g einer Sublimat- 
verbindung, die sich schwer in heiBem Wasser loste. 


Portion D. 


Diese wurde unmittelbar mit einer 10°/, igen Lésung von 


(Juecksilberoxydsulfat in 5°/, iger Schwefelsiure gefallt. 


Quecksilberniederschlag. 


Er wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, die Lésung mit 
Baryt und Kohlensiure behandelt und bis auf 500 cem ge- 


bracht. 

XVI. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5ecm Lésung 25,7 bzw. 25,7 eem 4/,, n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 3,6 g N im Quecksilberniederschlag entspricht. 

Silberniederschlag heferte 4,2 g Substanz, welche die- 
selben Kigenschaften hatte, wie die oben beschriebene und auch 
die Kreatininreaktionen zeigte. 

I. Silberbarytniederschlag wurde auf die iibliche Weise 
behandelt und die schlieBlich erhaltene Lésung bis auf 400 ccm 
gebracht. 

XVII. Die aus zwei Proben von je 5 ccm erhaltene Ammoniak- 
menge entsprach 19,4 bzw. 19,5 cem 4/9 n-H,SO,, d. h. 2,18 g N im ersten 
Silberbarytniederschlag. 

Aus dieser Fraktion krystallisierten 10,5 g der freien Base 
aus. Nach 9maliger Krystallisation aus verdiinntem Alkohol 
wurde ein Priparat mit dem Zersetzungspunkt 245—246° er- 
halten. 





1) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, 8. 20 (1913). 
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XVIII. 0,3374 g der im Vakuumexsiccator getrockneten Substanz 
wurden mit Wasser bis zu 11,8268 g gelést; p = 2,853°/,; ¢ = 2.8769 ie. 
d = 1,008°/,"); af, = +0,73° bei 1=1dm, woraus [«]!§, = + 25,4 
berechnet wird. 

XIX. 0,0854 g derselben Substanz gaben 18,65 ccm N bei 17° und 
und 755 mm Bar. 


Gef. Ber. f. 
XIX C,H,,N,0, 
N = 24,96°/, 24,80°/, 


Der bei der Bestimmung des spezifischen Drehungsvyer- 
mégens erhaltene Wert, der Stickstoffgehalt und die Zersetzungs- 
temperatur zeigen somit, daB die isolierte Substanz reines 
Carnosin ist. 

I. Silberbarytfiltrat wurde mit MgO abgedampft, vow 
Mg mittels Baryt befreit, mit Kohlensiure neutralisiert und auf 
200 ccm gebracht. 

XX. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fir 


5 cem Lésung 0,0 bzw. 0,0 ecin '/,, n-H,SO, verbraucht, d. h. daB I. Silber- 
barytfiltrat kein N enthielt. 


Quecksilberfiltrat. 


Dieses wurde nach der Abscheidung des Quecksilbers und 
der Schwefelsiure auf 500 ccm gebracht. 

XXI. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fiir 
5eem Lésung 56,9 bzw. 56,7 cem 4/,, n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 7,96 g N im Quecksilberfiltrat entspricht. 

Nach der Stickstoffbestimmung wurde der alkalisch rea- 
gierenden Fliissigkeit Schwefelsiure bis zu 5°/, und 50°/, ige 
Phosphorwolframsiurelésung zugesetzt, bis die Fliissigkeit durch 
1°/,ige Phosphorwolframsiure nicht mehr gefallt wurde, wozu 
238 g krystallinische Phosphorwolframsiure nétig waren; somit 
wurden durch eine vorliufige Fillung mit Quecksilbersulfat 
24°/, dieser Siure erspart. Die durch das Zerlegen des Nieder- 
schlags erhaltene Lésung wurde bis auf 350 ccm gebracht. 

XXII. Die aus zwei Proben von je 5 cem erhaltene Ammoniak- 





1) Wl. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 87, 8.9, Beob. XXII (1913). 
Sowohl diese wie auch alle anderen Bestimmungen mittels des Polarisations- 
apparats wurden giitigst von Herrn Prof. Wl. Gulewitsch ausgefihrt, 
dem ich auch an dieser Stelle meinen Dank ausspreche. 
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menge entsprach 44,1 bzw. 44,0 ccm 1/,) n-H,SQ,, d. h. 4,32 g N im 
Phosphorwolframsdureniederschlag aus dem Quecksilberfiltrat. 

Aus dem |. Silberbarytniederschlag wurde eine ge- 
ringe Menge von Kreatin und Kreatinin erhalten. 

II. Silberniederschlag: 0,06 g Purine. 

Il. Silberbarytniederschlag: 1,4 g Methylguanidin- 
nitrat. 

Daraus wurde das Pikrat dargestellt, welches beim wieder- 
holten Umkrystallisieren aus Wasser zuerst bei 180—185°, dann 
bei 201,5° schmolz. 

Wismutjodidniederschlag. Erhalten 6,1 g einer Subli- 
matverbindung, welche nach dem Umkrystallisieren den Schmelz- 
punkt 204—205° hatte. 

Das Phosphorwolframfiltrat vom gesamten Phosphor- 
wolframniederschlag der Portion D wurde auf die iibliche 
Weise behandelt und die erhaltene Lésung bis auf 500 ccm 
gebracht. 

XXIII. Bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wurden fir 
5ccm Lésung 15,6 bzw. 15,8 ccm '/,, n-H,SO, verbraucht, was einem 
Gehalt an 2,20 ¢ N im Phosphorwolframfiltrat aus dem Quecksilber- 
filtrat entspricht. 


Tabelle I. 
Die Verteilung des N in den Portionen C und D. 








C D 

















Fraktionen. Aceton- In Aceton See | Quack 
Rawle | unléslich silbernie- | silberfil- 
derschlag} _trat 
Anfingliches Extrakt . 0,411 °/,| 0,411 °/,}| 0,411 o/,| 0,411 °/, 
Quecksilberniederschiag . . a — 0,103 — 
Quecksilberfiltrat. . . . . - = —- 0,227 
Phosphorwolframniederschlag | 0,179 0,052 —- 0,123 
Phosphorwolframfiltrat . . . | 0,073 0,073 — | 0,063 
I, Silberbarytniederschlag. . | 0,037 0,026 0,062 — 





Die obige Tabelle zeigt, da& der N-Gehalt der Basen, 
welche von der Phosphorwolframsiiure allein (0,231) und von 
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Quecksilbersulfat + Phosphorwolframsaure (0,226) gefallt wurden, 
ein gleicher ist. +) 

Aus der in den ersten Silberbarytniederschlagen enthaltenen 
Stickstoffmenge wird der Carnosingehalt zu 0,25°/, berechnet, 
was dem Prozentgehalt des Schweinefleisches an dem aus- 
krystallisierten rohen Carnosin (0,27 bzw. 0,30°/,) gut entspricht. 

Die Gesamtmenge des Extraktivstickstoffes im Schweinefleisch 
(0,411°/, gegen 0,331°/,) ist um 19°/,, die Stickstoffmenge der 
Basen (0,231°/, gegen 0,148°/,) um 36°/, gréBer als im Schaf- 
fleisch. 

Alle angefiihrten Zahlen haben selbstverstiindlich nur einen 
approximativen Wert, da bei so einer komplizierten Verarbeitung 
groBer Mengen Material von einer streng durchgefiihrten quanti- 
tativen Analyse nicht die Rede sein kann. 


Tabelle II. 












































A B C D ir 

aD a0  ' : Bd} 

s |aa|. 5s | eal, 32 | 5 3 

2 |s0|8o nmisvieol/L2al2a] & 

g (*2/32] 3 (78) F2/23 | sal 2 

S jas|o Siee|o™issia | 8 

| |< Sew CRIS A 
“lo %o °lo 1 "lo ola | %o "a “Lo "lo [o 
Kreatin . | — |0,280/0,044 0,324]0,134/ — /0,134) — | — [0,228 
Purine*) . | — |0,020/0,017/ 0,037] 0,083! 0,017/ 0,100 0,120 — | 0,086 
Carnosin . |0,195}0,301 | 0,085 | 0,386] 0,171|0,103| 0,27410,300| — | 0,289 

Methyl- | | 

guanidin | — |0,017) — /|0,017]0,056] — |0,056}) — 0,022] 0,032 
Carnitin . |0,034]0,011) — |0,011]0,035/0,008/0,033] — | 0,040] 0,032 





In dieser Tabelle wire es richtiger, nur die fir C und I) 





1) Um 0,005°/, weniger in D. Derselbe Unterschied wurde auch 
bei der Untersuchung des Schaffleischextrakts gefunden (0,148 und 0,143). 
I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 221 (1914). 

*) Diese Zahlen zeigen keinen wirklichen Puringehalt, sondern 
weisen nur darauf hin, wieviel Purine (vgl. die Anmerkung auf 8. 115) 
unter den Bedingungen der Untersuchung durch Silbernitrat gefallt wurden. 
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erhaltenen Daten zu vergleichen, da diese Portionen 2 Hialften 
eines und desselben Extrakts vorstellen. Ganz im Einklang 
mit den Ergebnissen meiner zwei friiheren Mitteilungen?) gibt 
einen etwas gréBeren Ertrag an ,,Purine“ und Carnosin die 
Behandlung des Extrakts mit Quecksilbersulfat; dagegen fallt 
die Methylguanidinmenge unter dem EinfluB dieser Behandlung. 

Trotz des lingeren und sorgfaltigeren Extrahierens des 
Phosphorwolframniederschlags C im Vergleich zum B (9 Tage 
gegen 2) blieben im ersteren Fall 38°/, ungelésten Carnosins 
gegen 22°/, im zweiten Fall zuriick. 

Zum Schluf halte ich es fiir nicht iberfliissig, den mitt- 
leren Prozentgehalt der Basen aus dem Fleisch der vier von 
mir untersuchten Tierarten in einer T'abelle zusammenzustellen. 


Tabelle IIL. 








| Pferd *) Ochse*) Schaf*) Schwein 


*lo 


*, 








Kreatin °) 0,058 — 0,133 0,288 
Purine®) . 0,008 0,024 0,048 0,086 
Carnosin . 0,182 0,265 0,096 0,289 
Methylguanidin 0,047 0,058 0,028 0,052 
Carnitin . 0,019 0,029 0,045 0,032 














Soweit die Ergebnisse der von mir angewandten Methode 


ein Urteil zu fallen gestatten, ist das Schweinefleisch reicher 
als die andern Fleischarten an Carnosin, es steht in bezug 
auf die Carnitinmenge nur dem Schaffleisch nach und iiber- 
trifft dagegen nur dieses an Methylguanidin. Letzteres wird 
in gréBter Menge im Ochsenfleisch, Carnitin im Schaffleisch 
gefunden. 


1) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214, 221 (1914). 

*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, S. 20 (1918). 

*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 92, 214 (i914). 

*) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 92, 221 (1914). 

*) Es ist dabei zu beriicksichtigen, daB das Kreatinin nicht mit- 
bestimmt wurde. 

°) Vgl. die Anmerkung auf 8. 118. 
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Die Ergebnisse der drei letzten Mitteilungen zusammen- 
fassend, gelangen wir zu folgenden Schliissen: 

1. Die vorlaufige Fallung der Fleischextrakte mit Blei- 
acetat ist als iiberfliissig und der vollstindigen Isolierung der 
Basen hinderlich anzusehen. 

2. Die Anwendung von Quecksilbersulfat erhéht die Aus- 
beute an Purinen, Carnosin und Carnitin. 

3. Die Carnosinfraktionen im Quecksilberniederschlag ent- 
halten stets weniger Verunreinigungen, und wird das Carnosin 
daraus leichter rein erhalten. Da die Ausbeute des Carnitins 
auch keine geringere ist, so verdient dieses Verfahren der 
kombinierten Anwendung von Quecksilbersulfat und Phosphor- 
wolframsiure der bloSen Fallung mit Phosphorwoltramsiiure 
vorgezogen zu werden. 

4, Carnosin scheint unter den beschriebenen Bedingungen 
von Quecksilbersulfat vollstindig gefallt zu werden, jedenfalls 
in etwas gréBerer Menge als von Phosphorwolframsiure. 

5. Der geringere Prozentgehalt des Methylguanidins im 
II. Silberbarytniederschlag der Quecksilberportion kann davon 
abhangen, daB diese Base in verschiedenen Fraktionen verteilt 
ist: ein Teil wird von Quecksilbersulfat gefallt'), ein anderer 
fallt im J. Silberbarytniederschlag Quecksilberfiltrat zusammen 
mit dem Kreatin und Kreatinin. 

6. Bezweckt man nur das Carnosin zu isolieren, so fiihrt 
das Quecksilbersulfatverfahren eher zum Ziel und kommt 
billiger zu stehen. 

7. Beim kombinierten Fallen mit Quecksilbersulfat und 
Phosphorwolframsaiure spart man an letzterer 15—24°/,, wobei 
die Ausbeute der Basen keine geringere ist. 

8. Die Behandlung des Phosphorwolframniederschlags mit 
Acetonwasser ist in Anwendung auf den Fleischextrakt als 
eine unniitze Operation anzusehen, welche die Untersuchung 
verzégert: sowohl bei kirzerer als bei lingerer Dauer der 
Einwirkung des wiBrigen Acetons bleibt ein bedeutender Teil 
des Carnosins ungelést, wobei im letzteren Falle gerade alle 


ooo, 


1) I. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, 8. 214 (1914). 





Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 129 


die Krystallisation des Carnosins verhindernden Beimengungen 
in die Lésung iibergehen, wihrend ein kleinerer Teil fast 
reines Carnosin ungelést bleibt, so daB bei diesem Verfahren 
die weitere Reinigung des Hauptteils jedenfalls mit groBem 
Verlust an dieser Base verkniipft ist. 

9. Beim Extrahieren des Phosphorwolframniederschlags 
mit Acetonwasser ging der gréBere Teil (64°/,) der léslichen 
Stickstoffverbindungen schnell in die Lésung iiber. Im Laufe 
von 9 Tagen lésten sich tiber */, des ganzen Phosphorwolfram- 
niederschlags, welche mehr als */, des Gesamtstickstoffs ent- 
hielten. 

10. Die Extraktion des Phosphorwolframniederschlags mit 
Acetonwasser schafit fiir die Krystallisation des Kreatins giin- 
stige Bedingungen: bei anderen Behandlungsmethoden gelang 
es mir nicht, eine Krystallisation des Kreatins vor der Aus- 
scheidung der anderen Basen zu beobachten. Da aber die 
Kreatinausbeute dabei bei weitem keine quantitative ist, so 
hat dieser fiir die Acetonmethode einzige giinstige Umstand 
nur eine nebensichliche Bedeutung. 

11. Die Eintragung von Bleiacetat ohne nachfolgenden 
Zusatz von Schwefelsiure fiihrt einen gar zu groBen Verbrauch 
(die doppelte Menge) von Phosphorwolframsiure herbei. Der 
Zusatz von Schwefelsiure verringert dabei die zur vollstandigen 
Fallung nétige Menge Phosphorwolframsiure. Die unmittel- 
bare Fallung des Extrakts mit Phosphorwolframsiure ohne 
vorhergegangenen Zusatz von Bleiacetat und Schwefelsiure er- 
fordert einen viel geringeren Phosphorwolframsiureverbrauch. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIIi. 9 
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Zur Lehre von den Redukasen. 
I. Mitteilung. 


Einige Bedingungen fiir die Wirkung der Kartoffelredukase. 


Von 
Prof. I. A. Smorodinzew. 





(Aus dem Biochemischen Institut der staatlichen Hohen Medizinischen Schule 
zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1922.) 


Die Oxydations- uud Reduktionsvorgiinge spielen vielleicht 
die bedeutendste Rolle im Zyklus der chemischen Umwand- 
lungen in den Organismen') und ihr Studium liefert nach ver- 
schiedenen Richtungen hin ein groBes Interesse. Die Literatur 
iiber die oxydativen Fermente ist sehr umfangreich, dagegen 
sind die reduzierenden Fermente verhiltnismiBig wenig studiert 
worden und die ihnen gewidmeten Arbeiten noch ungeniigend 
geordnet.”) Viel Wertvolles auf diesem Gebiete ist durch viel- 
jahrige Untersuchungen von Bach®) errungen worden, der die 
reduzierenden Fermente nicht als ,, Reduktasen“, sondern gramma- 
tikalisch richtiger als Redukasen zu benennen vorgeschlagen 
und mit vollem Recht eine Analogie zwischen der Wirkungs- 
weise der oxydativen und der reduzierenden Fermente durch- 
gefiihrt hatte. Nach Bach besteht die vollstindige Oxydase 
aus einem System: 





1) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tier- 
reiches. I. T. S. 27. Moskau (1915). (Russisch). 

2) I. A. Smorodinzew, Uber die Redukasen. Arbeit des Mosk. 
Wissensch. Inst. des Gesundheitskommiss, (1922). (Russisch.) 

5) A. Bach, Biochem. Zs. Bd. 31, S. 443 (1911). 
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_ Peroxydase + oxydierbare Substanz + O,. 
(Ubertriiger des O,) (Oxygenase) 
Ebenso ist auch die vollstindige Redukase der Oxydo- 
redukase aus folgendem System gebildet: 


_ Perhydridase + oxydierbare Substanz + H,O. 
(Ubertriiger des H,) (Akzeptor fiir O,, der 
das Wasser spaltet) 

Die Oxydasen oxydieren vermittels des Sauerstoffes der 
Luft, die Redukasen reduzieren mit Hilfe des Wasserstoffes des 
Wassers, wober der gleichzeitig abgespaltete Sauerstoff oxy- 
dierend wirkt, und darum kénnen die Redukasen ihre Aktivitit 
nur bei Anwesenheit eines Koferments, eines Akzeptors fiir diesen 
Sauerstoff, am besten irgendeines Aldehyds, ausiiben. So geht 
namentlich die Reduktion der Farbstoffe und der Nitrate 
vor sich. 

P. Ehrlichs berithmte Untersuchungen zeigten, daB einige 
Farbstoffe eine spezifisch heilende Wirkung bei Protozoen- 
erkrankungen ausiiben. Diese Farbstoffe werden unter dem 
Einflusse von Redukasen im Organismus reduziert, und deshalb 
ist die mdglichst genaue Erforschung dieser noch wenig stu- 
dierten Fermente von auBerordentlicher Bedeutung fiir die 
Fortschritte der rationellen Chemotherapie. Am einfachsten 
ist ihre Wirkungsweise quantitativ bei den Nitraten zu verfolgen, 
um dann die so erworbenen Kenntnisse zur Erliuterung der 
Wirkungsweise der im Organismus reduzierbaren therapeutischen 
Farbstoffe zu verwenden. Das ist einer von den Beweggriinden 
zu dieser Untersuchung. 

AuBerdem liefert auch die Reduktion der Nitrate zu Ni- 
triten an und fiir sich ein groBes biologisches Interesse. Sie 
ist einer der wenigen Vorgiinge, bei welchen eine Umwandlung 
der Strahlenenergie der Sonne in chemische Energie statt- 
findet. Die wichtigste dieser endothermischen Reaktionen, die 
durch die Sonnenstrahlen bewirkt werden, ist die Bildung des 
Formaldehyds aus Kohlensiure, wobei die Strahlenenergie in 
die chemische Energie der organischen Verbindungen um- 
gewandelt wird. Moore und Webster’) haben nachgewiesen, 


1) B. Mooreu. F. A. Webster, Proe. Roy. Soc. Bd. 87, §. 163 (1913). 
g* 
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daB dieser grundlegende biochemische ProzeB auch ohne Teil- 
nahme der griinen chlorophyllhaltigen Pflanzen, nur mit Hilfe 
anorganischer Katalysatoren, der kolloidalen Salze des Eisens 
und des Urans, verlaufen kann, und daB solche Katalysatoren 
auch in den Chloroplasten der griinen Zellen vorhanden sind.) 

Ks ist wohl bekannt, daB8 das lebende Protoplasma die 
Energie fiir die schépferischen endothermischen Reaktionen 
entweder durch Oxydierung der Kohlenwasserstoffe erwirbt, 
oder mit Hilfe der Stickstoff-, Schwefel-, Eisenbakterien, welche 
die Reaktionen der Oxydierung der Elemente (bzw. ihrer un- 
gesittigten Oxyde) zur Bildung und Ansammlung der poten- 
tiellen chemischen Energie in ihren Ingredienten auszuniitzen 
befaihigt sind. Wie in dem einen, so ist auch in dem anderen 
Falle die Anwesenheit des lebenden hochorganisierten Proto- 
plamas vorausgesetzt, das bei Abwesenheit des gebundenen 
Stickstoffes nicht entstehen konnte; letzterer aber befand sich 
zweifellos nicht in der Athmosphire der Urerde. Und auch 
hier war es die Sonne, die als erste Quelle fiir die zur Ver- 
bindung des Stickstoffes mit dem Sauerstoff notwendige Energie 
diente. Die ultravioletten Strahlen in den oberen Schichten 
der Atmosphiire verwandeln stets einen Teil des Sauerstofies 
in Ozon, der den Stickstoff zu salpetriger Siure oxydiert 

N, + 2H,0 = NH,NO,, 
und darum enthalt die atmosphirische Luft stets eine gewisse 
Menge von Ammoniumnitrit und Ammoniumnitrat. 

Die Reduktion der Nitrate zu Nitriten ist eine endo- 
thermische Reaktion, und Moore?) hat nachgewiesen, daB sie 
auch durch die ultravioletten Strahlen der Sonne oder anderer 
starken Lichtquellen, die Strahlen mit kurzer Wellenlinge aus- 
zusenden fahig sind, hervorgerufen werden kann. Bei dieser 
Reaktion also findet fortwahrend eine Umwandlung der Strahlen- 
energie der Sonne in die potentielle Energie der chemischen 
Verbindungen ohne Vermittlung des lebenden Organis- 
mus statt und sie dient so als eine unerschépfliche Quelle der 


1) B. Moore, Proc. Roy. Soc. Bd. 87, S. 556 (1914). 
*) B. Moore, Proc. Roy. Soe. Bd. 90, S. 158 (1918). 
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bestindigen Anreicherung des Bodens und des Wassers mit 
gebundenem Stickstoff. Die griinen Teile der Pflanzen, in eine 
verdiinnte Nitritlésung eingetaucht, sind befahigt, den Stickstoff 
in dieser Form aufzunehmen und zu assimilieren (Moore). 

Die Nitrite aber sind nicht nur quantitativ reicher an 
potentieller Energie als die Nitrate, sondern auch qualitativ 
hat ihre Energie einen gréBeren Wert, weil die Nitrite besser 
zu Reaktionen befahigt sind: sie reagieren leicht mit solchen 
Bestandteilen der lebenden Organismen, auf welche die Nitrate 
direkt keine Wirkung ausiiben. 

Die letzten Untersuchungen’) haben gezeigt, daB die Luft 
in der Nahe der Erdoberflache kein Ozon und kein Wasser- 
stoffsuperoxyd enthalt, deren Anwesenheit wir vorher nach der 
Jodstirkereaktion feststellten. Dieselbe Reaktion geben auch 
die Nitrite. Der spezifische Geruch, den man auf die An- 
wesenheit des Ozons in der Luft schob, kann auch durch Stick- 
stoffperoxyd, das in starker Verdiinnung einen dem Ozon iihn- 
lichen Geruch besitzt, verursacht sein. Viele der Vorginge der 
Bleichung, der Reinigung der Luft und des Wassers, der 
Desodorierung und Entkeimung (baktericide Wirkung), die man 
der Wirkung des vermutlich in der Luft vorhandenen Ozons 
und Wasserstoffsuperoxyds zuschreibt, sind in der Tat durch 
die Wirkung der salpetrigen Saéure hervorgebracht. 

Alle diese Tatsachen miissen unsere Aufmerksamkeit auf 
die Reaktionen der Nitritbildung lenken. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche der Darstellung der Redukasen aus orga- 
nischen Extrakten waren erfolglos und wir finden oftmals Wider- 
spriiche zwischen den Beobachtungen verschiedener Forscher, 
was zweifellos vom Unterschied in der Methodik und von der 
Verschiedenheit der Experimentbedingungen abhingig ist. 

Zur Erforschung der besten Bedingungen fiir die Wirkungs- 
weise der Redukasen stellte ich eine Reihe von Versuchen 





1) Hayhurst a. Pring, Jl. chem. Soc. Bd. 97, S. 868 (1910). — 
Strutt, Proc. Roy. Soc. A. Bd. 94, S. 260 (1918). 
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unter gleichartigen Bedingungen an, indem ich verschiedene 
Faktoren wechselte. In allen diesen Versuchen, aufer in den 
besonders erwaihnten Fallen, wurden frisch angefertigte Extrakte 
aus Kartoffelbrei angewandt: die Kartoffel wurde abgeschiilt 
und zu feinem Brei mit Hilfe eines Reibeisens zerrieben. Dann 
wurde die Masse abgewogen, mit einer doppelten (nach Ge- 
wicht) Menge destillierten Wassers versetzt, in einem Morser 
eine Viertelstunde lang zerrieben und durch Gaze abkoliert, 
Bei jedem Versuche wurden 5 ccm der Fliissigkeit angewandt. 
Zunichst wurden in ein Wasserbad, das bis 50—55° erhitzt 
war, fiir einige Minuten Reagensgliiser hineingestellt, die 
2,5 cem einer normalen Lésung KNO,, die nétige Menge des 
notigen Reaktivs, 3 Tropfen 10°/jiger wiBriger Loésung von 
Acetaldehyd (Kahlbaum) und Wasser ad 5 ccm enthielten, 
Nach der Zufiigung des Kartoffelauszuges blieben die Reagens- 
gliser bei derselben Temperatur wahrend 1 Stunde und dann 
wurden aus jedem Reagensglas je 2 ccm genommen, die mit 
1 ccm 1°/,iger Lisung von basischem Bleiacetat versetzt und 
dann mit Wasser bis 100 ccm verdiinnt wurden. Zu 15 ccm 
der abfiltrierten Fliissigkeit wurde 1 ccm einer frisch her- 
gestellten Lésung des Lunge-Hosways Reagens!) zugefiigt 
und die Réhrchen wurden fiir 2—3 Minuten in ein von 75 bis 
80° erhitztes Bad hineingestellt. Die Farbe wurde immer auf 
einem Keilkolorimeter mit einer Standardlésung verglichen, die 
aus reinem Nitrit angefertigt war, und so wurde die Menge 
des Nitrits in der gegebenen Probe berechnet. 


I. Einflu8B des Losungsmittels. 


Da die Isolierung der Redukase aus dem Extrakte vor- 
laufig noch nicht gelungen ist, miissen wir mit frischen Extrakten 


1) Lunge-Hosways Reagens wurde folgendermaBen angefertigt: 
Eine Lésung von 0,1 g a-Naphthylamin in 20 cem destilliertem Wasser 
wurde bis zum Kochen erhitzt und die heiBe Lésung wurde in 150 ecm 
10°/,ige Essigsiure hineinfiltriert. 0,5 g Sulfanilsiiure wurde ebenso in 
150 cem 10°/, iger Essigsiiure gelést. Beide Liésungen wurden, um die 
Verfirbung zu vermeiden, separat aufbewahrt und nur ex tempore zu 
gleichen Teilen vermischt. 
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arbeiten (bei der Aufbewahrung verlieren die Extrakte ihre 
Aktivitit). Zunichst war es wiinschenswert festzustellen, unter 
welchen Bedingungen man Extrakte mit einem maximalen Redu- 
kasegehalte erzielen kann. Zu diesem Zwecke wurde eine ver- 
gleichende Bestimmung der Redukase in neutralen wiiBrigen, 
salz-, schwach alkalischen und schwach sauren Extrakten aus ein 
und derselben Kartoffelknolle, die in gleichartigen Bedingungen 
angefertigt wurden, durchgefiihrt. 


Extraktion mittels Salze.}) 








Lésungs- H,O n-KNO, n-NaCl | phys. NaCl-lés. 
mittel: j a ee i ee geOtna a Iain e ee 
| BE a I | Wl I | 
Die Menge | 252)} so | — | — | 40 | 80 | 40 | 80 
von N,O3: | 10 | 75 | — | — | 20 | 80 | 20 | 7 
s | 22 | 12 | 19 | 15 | 22 | 20 
5 | 14 8 | 12 | 10 | 15 | 16 
12 | 80 | 15 | 20 | 12 | 30 | 12 | 3 
18 | 40 | 22 | 40 | 20 | 38 | 15 | 40 
50 | 50 | 200 | 2003) | 

















Die Menge der Redukase in wiBrigen und Salzlésungen 
erweist sich als ungefahr gleich; letztere sind scheinbar ein 
wenig reicher an Oxydoredukase. 


1) In folgender Darlegung werden nur zu [Illustrationszwecken 
typische Zahlen aus einer Reihe von Versuchen angegeben. Es ist un- 
nétig zu erwihnen, dai alle Versuche von Kontrollen mit gekochtem 
Fermente begleitet wurden. 

2) Da bei der Feststellung der giinstigsten Bedingungen fiir die 
Wirkung der Redukasen nur die relativen Mengen des gebildeten Nitrits 
einen Wert haben, werden immer der Kiirze wegen nur die letzten zwei, 
selten drei Dezimalstellen angefihrt: statt 0,0075 mg N,O, wird einfach 
75 geschrieben; 25 bedeutet 0,0025 mg N,O, in 2 cem der untersuchten 
Fliissigkeit. Die Zahlen der I. Siiule beziehen sich auf die Versuche 
ohne Aldehydzufiigung (Oxydoredukase), der Il. Siiule mit Aldehyd 
(Perhydridase). 

3) Nach Verlauf von 30 Stunden. 








caso Nena ca oa 3 
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Extraktion mittels Saiuren. 








Lésungsmittel 





Die Menge von 
N,O, 





H,O 
I 
30 | 75 
25 65 
12 30 
17 45 
15 50 
H,0 
80 75 
38 50 
25 65 
15 40 





























0,002 n-HCl | 0,01 n-HC! | 0,05 n- HC! 
FBG SEV VEE 
2 | 75 | 283 | 85 | 30 | 60 
200 | 65 | 17 | 7 | 10 | 20 
— as ee a eT 
4 se 1 oe) we ff -- 
25 | 50 | 20 | 60 | 12 | 35 
+ CHCl, + CHCl, 
30 15 25 15 15 | % 
40 50 20 50 20 40 
200 | 70 | 20 | 6 | 20 | 7% 
122 | 43 | 14 | 45 | 12 | 40 

















Die besten Resultate ergibt die Extraktion mittels 0,01 n-Salz- 
siure, bei 0,05 n-HCl erweist sich schon eine Verzégerung. Zu- 
fiigung von CHCl, spielt anscheinend keine bemerkenswerte Rolle. 


Extraktion mittels Alkalien. 


























lis 0,1 0,0005 
2°/, NaF . n-Na,CO, n-N,CO, 
Lésungsmittel n-Na,CO, +1°/, NaF | + 1°, NaF 
EME TESS + Cee 1 Se 
Die Menge von } 15 28 20 25 26 26 26 26 
N.0; 10 | 40 | 35 | 40 | 40 | 40 | 15 | 35 
12 | 85 20 | 40 35 35 20 30 
0,001 
8 | 45 | 15 | 35 12 | 38 
20 | 50 | 22 | 60 50 | 60 
45 | 58 40 60 40 | 65 
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H,0 0,02 0,002 0,0005 

Lésungsmittel n-NaHCO, | n-NaHCO, | n-Na,CO, 
BEZERE ICES ts ERE 

Die Menge von | 18 45 15 23 15 | 40 — _ 
N, 0. 16 | 45 | 16 | 28 | 15 | 48 | — | — 
*i wee tee |  £ eel oe 

22 37 15 35 — | — 14 23 























Sodalésungen, Carbonat sowie Bicarbonat vermindern ein 
wenig den Gehalt an Perhydrase, sie ziehen scheinbar etwas 
mehr Oxydoredukase im Vergleiche mit den wiBrigen Ex- 
trakten aus. 

Im allgemeinen laBt sich feststellen, daB weder Sauren 
noch Alkalien oder Salze einen bemerkenswerten Vorzug gegen 
das Wasser beim Extrahieren der Redukasen bieten. Auch 
die Dauer der Extraktion und die Temperatur des Infundierens 
spielen keine Rolle: im Laufe von 15 Minuten wird ebensoviel 
Redukase ausgezogen, wie wahrend mehrerer bis 48 Stunden, 
ob bei Zimmertemperatur oder im Brutschranke bei 40°. 


II. EinfluB der Menge des Ferments. 











Die Menge des Auszuges 


1/2/25} 3] 415 |55]651] 7,5 
In ccm 





N,0, 20 | 30 | 30 | 30 | 40 | 40 | 45 | 45 | 50 
10 | 15 | 20 | 20 | 25 | 25 | 35 | 40 | 50 
15 | 20 | 30 | 30 | 40 | 45 | 45 | 50 | 50 
18 | 20 | 25 | 35 | 40 | 48 | 50 | 65 | 70 





























Wie gewohnlich nimmt mit der VergréBerung der Menge 
des Ferments auch der Gehalt der Reaktionsprodukte im 
Medium zu; man kann aber keine direkte Proportionalitat 
zwischen ihnen feststellen; die Geschwindigkeit der Reaktion 
bleibt gegeniiber der Schnelligkeit der VergréBerung der Menge 
des Ferments zuriick im Widerspruche mit der Regel, die 
Bach?) bei der Milchperhydridase beobachtet hatte, aber im 





1) A. Bach, Biochem. Zs. Bd. 33, S. 282 (1911). 
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Kinklang mit den Beobachtungen von Kastle und Elvove} 
in ihren Versuchen ohne einen Accelerator. Die enorme Be- 
schleunigung unter dem Einflusse von Aldehyd bei der Ver. 
mehrung der Menge des Ferments, die Kastle und Elvove 
fanden, gelang uns niemals zu beobachten. Wabhrscheinlich lief 
in Kastles und Elvoves Versuchen irgendein Fehler unter, 
den sie, wie sie selbst bemerken, nicht feststellen konnten. 
Im Durchschnitt zeigte sich bei unseren Bedingungen die An- 
wendung von je 5 ccm des Kartoffelextraktes am praktischsten, 


III. Einflu8 der Menge des Substrates, 





Normale KNO,-Lésunginecm]| 1 2 2,5 3 4 5 








N.O, is | 20 | 30 | 30 | 40 | 40 
10 | 15 | 25 | 40 | 40 | 50 
15 25 30 30 30 30 
10 20 25 30 30 35 
30 30 35 45 45 50 
In vielen Fallen hat die Konzentration des Nitrates im 
Medium in den Grenzen von 2—5°/, keinen bemerkenswerten 
EinfluB auf die Menge des gebildeten Nitrits und darum habe 
ich in der Mehrheit meiner Versuche eine 2,5°/,ige Lésung 
von Kaliumnitrat angewandt. Analoge Resultate fanden auch 
beim Ersatz von Kaliumnitrat durch Natriumnitrat statt. 




















IV. Einflu8 der Natur des Aldehyds. 


Zusatz von Aldehyd, der nach Bach die Rolle eines Co- 
ferments fiir die Perhydridase spielt, verstarkt immer die Ge- 
schwindigkeit der Reduktion des Nitrats. Diese Versuche zeigen, 
daB das Kartoffelextrakt kaum eine nennenswerte Menge der 
kompletten Redukase oder der Oxydoredukase enthilt: man 
beobachtet immer eine Reduktion des Nitrats auch ohne Alde- 
hydzufiigung: das bedeutet, daB in der Lésung sich schon ein 
eigenes Coferment befindet, das vielleicht eine Globulinnatur be- 
sitzt, weil es in gréRerer Menge durch Salz- und Alkalilésungen 
extrahiert wird. Eine dauernde Infusion mit Formaldehyd 





1) J. H. Kastle u. E. Elvove, Amer. chem. Jl. Bd. 31, 8. 606 (1904). 
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Dauer des | 10°/, wiBrige | 10°/, wiBrige | 10°/, alkoh.}| Ohne 
Infundierens | Formaldehydlsg.| Acetaldehydlsg.} Vanillinlsg. | Aldehyd 
60’ 50 80 48 20 
24% 40 80 50 40 
60’ 50 80 48 15 
24h 48 80 60 35 
60’ 80 80 47 10 
24h 65 85 56 20 
60’ 27 60 30 10 
24h 80 90 75 25 
40’ 30 45 25 D 
60’ 30 80 3D 5) 
60’ 10 60 40 a) 














schwicht nicht selten die Stirke der Reduktion ab; die akti- 
vierende Wirkung des Vanillins entwickelt sich allmihlich und 
verstirkt sich im Laufe der Zeit. Acetaldehyd schadet dem 
Fermente: nicht, wirkt schnell und durchschnittlich zweimal 
besser als Formaldehyd und Vanillin. Die schidliche Wirkung 
des Formaldehyds auf die Milchperhydridase ist schon von 
Bach bemerkt worden. Sie kann mit der starken Reaktions- 
fihigkeit dieses Aldehyds erklirt werden. 


V. Einflu8 der Menge des Aldehyds. 


Die vorigen Versuche zeigten, daB der Acetaldehyd der 
beste Aktivator fiir die Redukase ist, deshalb benutzte ich in 
den folgenden Versuchen fast ausschlieBlich diesen Aldehyd. 








10°/, wiBr. Acetaldehydlésung | 1| 2|3|)4|5)6)|7/8 '9 Tropfen 








bo 


N,0, 15 | 20 | 20 | 22] 24] 26 | — | —| 
25 | 26! 27 | 27) 30 | — | 30 —| 
20/—|30|—|40|—|45)45| 45 
—|40)—|40)—}45)—|45) 45 
| 
3 Tropfen des Acetaldehyds haben nicht selten fast die- 
selbe Wirkung wie 6 und sogar 9; darum beschrinkte ich 


mich in den meisten Versuchen auf Zufiigung von 3 Tropfen. 
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In diesem Falle harmoniert die kleine Menge des Aktivators 
vollkommen mit dem geringen Gehalt des Mediums an dieses 
Ferment. 


VI. Einflu8 der Wirkungsdauer der Redukase. 


Jedes Réhrchen enthielt: 5 com wiBrigen Extrakt aus 
dem Kartoffelbrei + 5 ccm n-Lésung von KNO, + 3 Tropfen 
Acetaldehyd + Wasser ad 15 ccm. Die Temperatur des Bades 
— 50°. 








een Die Menge von N,O, in Milligrammen 
Zeit in | _ vo 
Minuten | In der |In100cem| In der | In100cem| In der | In100cem 
Probe | d.Extrakts}| Probe |d.Extrakts}| Probe |d. Extrakts 

















0 | 0,005 | 0,075 | 0,0005 | 0,075 | 0,0005 | 0,075 
5 0,0012 | 0,180 0,0010 | 0,150 0,0011 0,165 
10 0,0014  ~—-0,210 0,0012 | 0,180 0,0013 0,195 
15 0,0016 | 0,240 0,0015 | 0,225 0,0015 0,225 
20 0,0018 | 0,270 0,0020 | 0,300 0,0020 0,300 
25 0,0019 | 0,285 0,0019 | 0,285 0,0020 0,300 
30 0,0025 | 0,375 0,0030 | 0,450 0,0028 0,420 
60 0,0035 | 0,525 0,0085 | 0,525 0,0035 0,525 
120 0,00385 | 0,525 0,0035 | 0,525 0,0035 0,525 
600 0,0085 0,525 0,0035 | 0,525 0,0035 | . 0,525 














Zeit in Minuten: 0 5 10 15 20 25 30 60 120 = 180 


N,0, 5 12 15 16 18 19 20 20 20 20 

N,0, 5 10 12 15 19 20 25 25 25 25 

Zeit in Stunden: 0 1 2 3 6 24 80 
N.O, 5 85 85 85 85 85 _ 85 
N,O; 5 40 45 40 40 40 40 


Die maximale Menge des N,O, in diesen Bedingungen 
wird schon wihrend der ersten 30—60 Minuten gebildet und 
nimmt nicht weiter, auch nicht nach 24 Stunden und mebr, 
zu (oftmals sogar ab), vielleicht infolge einer das Nitrit zer- 
stérenden, parallellaufenden Reaktion (Bach). Diese stark 
wirkende Substanz ist fiir die Gewebe in irgendwelcher be- 
trichtlichen Konzentration giftig und deshalb besitzt der Or- 
ganismus eine Hinrichtung zur Begrenzung ihrer Anhiufung. 
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s VII. Einflu8 des Sauerstoffs. 

Nach den Mitteilungen mancher Autoren?) ist der Sauer- 
stoff fiir die Wirkung der Redukase schidlich. Zur Ausschal- 
tung seiner Wirkung infundierte ich die Extrakte in einer 
Reihe von Versuchen in GefaiBen, die mit in einer 10°/, igen 


S Pyrogallollésung durchtrankten Watte verstopft waren. Es hat 
2 sich dabei erwiesen, daB die Aktivitit der Redukase durch 
5 den Pyrogallolbausch nicht verstairkt wird; manchmal schadete 


letzterer sogar und ist darum zu verwerfen. 





























; Db il ia 
Dauer des | ai. iis cemaninineatio | Gummipfropfen | Ohne —— 
Versuchs Menge des N,O, 
60’ 30 | 30 | 38 
244 25 | 36 | 36 
60’ 15 | 13 13 
24% 10 | 25 20 
60’ 18 | 20 13 
24 20 | 19 18 
60’ 45 | 50 50 
245 50 | 60 | 65 { ' 
| 
) VIII. Einflu8 der Sauren. 
—————— y= —— ee 
1 2 | 3 ccm 1 | 2 | 3 ecm 
ye : | 
| A n-HCl 1 10 n-H,SO, 
N,0, | 18 4 | 8 | 4 14 3 | 4 
18 1606 «64 | 4 8 5 | 4 
24 10 | 12 | 10 6 4 | 4 
40 45 30 | 10 36 30 | 10 
60 50 2 | 8 45 2 | 8 
70 70 60 | 20 65 | 50 | ~~ 20 











1) D. F. Harris u. H. J. M. Creighton, Jl. of Biol. Chem. Bd. 20, 
S. 179; Biochem. Jl. Bd. 8, S. 585 (1914); J. E. Abelous u. J. Aboy, 
Soc. Biol. Bd. 55, S. 1080 (1908). 


oem 


Se cian iaen saheisbatil liken <y BE peer +. 
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0,1 | 0,2 | 0,3 | 0,4 | 0,6 | 0,8 | 1,0 | 12 145 cm 
H,0 eis 
1/,, n-HCl 
Mat 2 4 wi le ee ei ee a. 
40 | 40 | 40 | 40 | 35 | 20 | 20 | 20 | 5 | 4 
30 | 35 | 85 | 40 | 40 | 30} 25] 2] —] — 
2s | ot | 27] — | 40 | 80} —|-25] 10] 5 
































Diese Ergebnisse zeigen, daB Saiuren in kleinen Mengen 
eine férdernde Wirkung auf die Reduktion der Nitrate aus- 
iiben, an deren Stelle aber schnell eine Verzigerung tritt. 
Dasselbe beobachteten Kastle uud Elvove; bei ihren Ver. 
suchen aber fanden die Beschleunigung und Verziégerung bei 
Konzentrationen statt, die fast doppelt so hoch als die in 
der vorliegenden Arbeit verwendeten waren. 

Obgleich die Kartoffelextrakte immer in derselben Weise 
angefertigt wurden, war doch der Gehalt der Redukase in 
ihnen sehr verschieden. Ich konnte auch feststellen, daB die 
jungen Kartoffelknollen der neuen Ernte immer einigemal 
mehr (bei allen anderen gleichen Bedingungen) Redukase ent- 
hielten als die Kartoffeln der vorigen Ernte, besonders wenn 
sie zu keimen begonnen haben. 


SchluBfolgerungen. 


1. Das Extrahieren des Kartoffelbreis mittels normalen 
und physiologischen Kochsalzlésungen gibt keine gréBere Per- 
hydrasemenge im Vergleiche mit Wasserextrakten. 

2. In Salz- und Sodalésungen kann man einen etwas 
gréBeren Gehalt der Oxydoredukase als in den waBrigen Ex- 
trakten nachweisen. 

8. Die maximalen Nitritmengen beobachtet man in 
den Kartoffelextrakten, die mittels 0,01n-HCl hergestellt 


waren. 

4, Die Menge des Nitrits, das bei dieser Reaktion ge- 
bi'det wird, wachst nicht in allen Fallen proportional der 
Fermentmenge. 





rl ~~ a fa 
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5. Die Geschwindigkeit der Reduktion des Nitrats hiangt 
yon seinem Gehalt im Medium ab, aber auch hier besteht 
keine direkte Proportionalitit. 


6. Im Kartoffelsaft befindet sich immer neben der 
Perhydridase eine gewisse Menge von Oxydoredukase, die 
aus Perhydridase und einem endogenen Coferment be- 
steht. 


7. Die Zufiigung des Aldehyds als exogenes Coferment 
verstirkt immer die Geschwindigkeit der Reduktion des 
Nitrats. 


8. Der Formaldehyd und das Vanillin wirken in dieser 
Hinsicht fast identisch, nur mit dem Unterschied, daB Form- 
aldehyd im Laufe der Zeit das Ferment schidigt und das 
Vanillin seine Wirkung nur allmihlich entwickelt. 


9. Der Acetaldehyd wirkt durchschnittlich fast doppelt 
so stark als der Formaldehyd und das Vanillin. 


10. Die Geschwindigkeit der Reduktion des Nitrats wiachst 
bei weitem nicht proportional der Menge des zugefiigten Alde- 
hyds, und oft verstiirkt eine dreifache Dosis des Aldehyds 
nicht die urspriingliche Wirkung. 


11. Mit Zunahme der Infusionszeit wird die Wirkung des 
zugefiigten Aldehyds nicht selten bis zur Null herabgesetzt, 
wahrscheinlich infolge der Bildung eines Coferments wihrend 
der Autolyse des Saftes. 

12. Mit der Infusionsdauer wichst die Geschwindigkeit 
der Reduktion allmahlich wihrend der ersten Stunden, wird 
aber spiter, auch nach 24 Stunden und mehr, nicht vergréfert 
und sogar oft vermindert. 

13. Nur bei einer Infusion im Brutschrank wihrend 
mehrerer Stunden mit einer Nitratlésung als Lésungsmittel 
wird eine markante Vermehrung des Nitrits bemerkt. 

14. Entgegen der AuBerung mancher Autoren beeintriich- 
tigt der atmosphirische Sauerstoff nicht wesentlich die Re- 
duktion, soweit man aus den Versuchen mit dem Pyrogallol- 
pfropfen, die einen sauerstoff freien Raum oberhalb des Reaktions- 
gemisches erzeugen, schlieBen kann. 
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15. Die Kartoffeln der neuen Ernte im Herbst enthalten 
3—5 mal mehr Perhydridase als die Kartoffeln des vorigen 
Jahres. 

16. Die Sauren 0,009—0,012°/, HCl und 0,0183—0,015°), 
H,SO, begiinstigen die Reduktion der Nitrate, aber schon 
bei 0,015°/, HCl und 0,019°/, H,SO, wird dieser Prozef 
verzogert. 








Uber die Guanylnucleinsaure. 


Von 
R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit GieBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1922.) 


Vor einigen Jahren habe ich nachgewiesen!), daB die 
Guanylsiure in der Pankreasdriise des Rindes nicht frei 
oder nur an Eiwei8 gebunden vorkommt, sondern mit anderen 
Nucleotiden verbunden zu einer héheren Nucleinsdure, die ich 
Guanylnucleinsaure nannte. Durch milde alkalische Hydro- 
lyse gelang die Spaltung dieser eigenartigen Nucleinsiure in 
ihre Komponenten, und mit Hilfe der von mir angegebenen 
Natriumacetatmethode?), die auf der Beobachtung beruht, dab 
zwar guanylsaures Natrium, nicht aber die Natriumsalze an- 
derer Nucleinsiiuren oder Nucleotide durch Natriumacetat und 
andere Salze ausgeschieden werden, konnten die Paarlinge ge- 
trennt und isoliert werden. Damit war bewiesen, daB die Guanyl- 
siiure nicht, wie man bisher angenommen hatte, eine selbstin- 
dige Nucleinsiure ist, sondern vielmehr ein Kunstprodukt, das 
von den Forschern bisher lediglich erhalten wurde, weil ihre 
Methoden zur Darstellung in irgendeinem Stadium linger an- 
dauernde alkalische Reaktion aufweisen, wobei die iiberaus 





1) R. Feulgen, Uber eine zusammengesetzte Nucleinsiure. Vorl. 
Mitt. Diese Zs. Bd. 108, S. 147 (1919). 

2) R. Feulgen, Uber die Guanylsiure, ihre Darstellung und Fiall- 
barkeit. Diese Zs. Bd. 106, S. 249 (1919). — Derselbe, Neue Darstel- 
lungsmethoden von Nucleinsiiure. I. Mitt. Die Darstellung der Guanyl- 
siiure als krystallisierendes Natriumsalz. Ebenda Bd. 111, S. 257 (1920). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 10 
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alkaliempfindliche Guanylnucleinséure aufgespalten wird. Bei 
der Darstellung der Guanylnucleinsiure wurde deswegen von 
mir linger andauernde alkalische Reaktion sorgfaltig ver- 
mieden, und die Aufspaltung des Pankreasnucleoproteids mit 
Fermenten (kiuflichem Pankreatin von Merck) vorgenommen. 
Das durch Alkoholfaillung gewonnene Rohprodukt wurde ge- 
reinigt, erstens durch Alkoholfallung bei alkalischer Reak. 
tion, wodurch basische Verunreinigungen, die sonst stets in 
die Niederschlaige mit hineingehen, von einer salzartigen Bin- 
dung mit der Nucleinsiiure abgehalten werden, und zweitens 
durch Uberfiihrung in das Krystallviolettsalz, wodurch die 
Nucleinsiure in eine Form iibergefiihrt wird, in welcher sie 
in organischen Lésungsmitteln (Alkohol) léslich ist. 

Versuche der totalen Spaltung, die damals schon kurz 
erwabnt wurden, brachten mich auf den Gedanken, daB die 
andere Nucleinsiurekomponente der Guanylnucleinsiure den 
Typus der Thymonucleinsaiure trigt und mithin mit der 
schon lange bekannten ,,Pankreasnucleinsiure“ nahe verwandt, 
vielleicht sogar identisch sei, da wir von der Pankreasnuclein- 
siure durch die Versuche von Levene!) wissen, daB sie bei 
der Hydrolyse simtliche stickstoffhaltigen Bausteine der Thymo- 
nucleinsiure und vor allem Liavulinsiure liefert, die ein 
Zersetzungsprodukt des bei der Hydrolyse zerstérten Kohlen- 
hydrats dieser Nucleinsiure darstellt. Durch die Bildung der 
Liavulinsiure unterscheidet sich die Pankreasnucleinsiure und 
auch die Nucleinsiure aus der Thymusdriise grundsitzlich von 
den pentosehaltigen einschlieBlich der Hefenucleinsiure. 

Die Bezeichnung ,,Pankreasnucleinsiure“ stammt aus einer 
Zeit, in der man von den charakteristischen Unterschieden der 
einzelnen Nucleinséuren noch wenig wuBte und in der man 
daher Nucleinséuren hiufig nach den Organen bzw. Stoffen 
benannte, aus denen sie isoliert wurden. Diese Art der Be- 





1) P. A. Levene, Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiuren. 
I. Pankreasnucleinsiure. Diese Zs. Bd. 32, S. 541 (1901). — Derselbe, 
Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiiuren. II. Mitt. Ebenda 
Bd. 37, 8S. 402 (1903). — Derselbe, Darstellung und Analyse einiger 
Nucheinsiuren. VII. Mitt. Ebenda Bd. 43, S. 199 (1904). 
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zeichnung kann aber zu groBen Irrtiimern fiihren, wenn mehrere 
Nucleinsdéuren in einem Organ nachgewiesen sind. Die Gua- 
nylnucleinséure ist natiirlich auch ,,eine Nucleinséure der 
Pankreasdriise“, aber nicht die Nucleinsiiure der Pankreas- 
driise, und mit der ,Pankreasnucleinsiure“ vollends ist sie 
nicht identisch, denn diese wurde entweder nach der Methode 
von Neumann oder von Levene dargestellt, Arbeitsweisen, 
bei denen lingere Zeit bestehende alkalische Reaktion vor- 
kommt. Da die nach diesem Verfahren hergestellte Nuclein- 
siure vom Typus der Thymonucleinsaure nun einmal Pankreas- 
nucleinsiure genannt wird, so halte ich aus rein historischen 
Griinden an dieser Bezeichnung fest. 

Kurz nach meiner ersten Verdffentlichung erschien eine 
Arbeit von KE. Hammarsten?), aus der hervorgeht, dab 
er zu einem ihnlichen Resultate gekommen war, da auch 
er das Vorkommen der Guanylsiure in der Pankreasdriise 
in gebundener, aber durch Alkalien leicht abspaltbarer 
Form beobachtet hat.?) Er schlaigt fiir eine solche Nuclein- 
siure den Namen ,,gekoppelte Nucleinsiure“ vor. Meines 
Krachtens trifft aber diese Bezeichnung nicht recht den Kern- 
punkt der Sache. Durch diese Benennung soll doch wohl zum 
Ausdruck gebracht werden, daB die Guanylsiiure in der Pan- 
kreasdriise mit anderen Nucleotiden ,,gekoppelt, d. h. gebunden 
vorkommt, und daB durch hydrolysierende EKingriffe eine Spal- 





'! E. Hammarsten legt Gewicht auf die Feststellung, daB er 
sehon im Januar 1919 eine ,,Guanylnucleinsiure“ isoliert und die Resul- 
tate im Januar desselben Jahres als Manuskript den drei Sachkundigen fiir 
die Besetzung einer Iaboratorstelle am dortigen Institut zu Stockholm zur 
éffentlichen Priifung vorgelegt habe. Meine Arbeit ist am 1. August 1919 
der Redaktion dieser Zeitschrift zugegangen, die Arbeit Hammarstens 
am 13. Januar 1920, also fast */, Jahr spiter. Sollten — auf Grund 
der Bemerkungen Hammarstens — dennoch Zweifel an der Prioritiit 
der ,,gekoppelten“ Nucleinsaéure auftreten, so miiBte ich meinerseits auf 
der Feststellung bestehen, da8B meine Beobachtungen bereits viele Monate 
vorher (Herbst 1918) in meiner damals der medizinischen Fakultit zu 
Berlin eingereichten Habilitationsschrift enthalten waren. 

*) Einar Hammarsten, Eine ,,gekoppelte“ Nucleinsiure aus 
Pankreas. I. Mitt. Diese Zs. Bd. 109, S. 141 (1920). 
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tung herbeigefiihrt werden kann. In diesem Sinne sind aber 
doch alle héheren Nucleinsiiuren ,gekoppelte« Nucleinsiuren, 
und sie alle kénnen durch hydrolytische Eingriffe in einzelne 
Nucleotide — also niedere Nucleinsiuren — bzw. nucleotid- 
ibnliche Komplexe zerlegt werden. Das wissen wir von der 
Thymonucleinsiure durch die Versuche von Levene und 
seinen Mitarbeitern, wenigstens fiir die Pyrimidinucleotide. 
Ganz besonders aber trifft dies zu bei der Hefenuclein- 
siure, wie die grundlegenden Versuche von Levene und 
seinen Mitarbeitern gezeigt haben. Diese zerfallt bei vor- 
sichtiger saurer Hydrolyse in einzelne Nucleotide, und auch; 
eine Hydrolyse bei alkalischer Reaktion wirkt ganz 4hnlich. 
So glaubten Thannhauser und Dorfmiiller’), daB sie durch 
ammoniakalische Hydrolyse durch Abspaltung des Urazilnucleo- 
tids zu einer sogenannten Triphosphornucleinsiure gelangt seien; 
nach Levene?) ist dieser Stoff kein einheitlicher Kérper, und 
die alkalische Hydrolyse geht bis zu den einzelnen Nucleotiden 
weiter. Auch Jones und Read‘) beobachteten eine Aufspal- 
tung der Hefenucleinsiiure durch alkalische Hydrolyse, und 
auch sie glaubten, ein héheres Spaltprodukt (Dinucleotid) der 
Hefenucleinsiiure dargestellt zu haben. Aber auch diesen 
Kérper konnte Levene‘) durch fraktionierte Krystallisation 
in die beiden einzelnen Nucleotide auflésen. So ist es also 





') §$. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Experimentelle Studien 
iiber den Nucleinstoffwechsel. II. Mitt. Hochmolekulare krystallisierte 
Spaltstiicke der Hefenucleinsiure. Diese Zs. Bd. 95, S. 259 (1915). — Die- 
selben, Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. IV. Mitt. 
Uber den Aufbau des Hefenucleinsiiuremolekiils und seine gleichartige 
Aufspaltung durch milde ammoniakalische und fermentative Hydrolys:. 
Ebenda Bd. 100, 8. 121 (1917). 

2) P. A. Levene, Die Struktur der Hefenucleinsiiure. Ammoniaka- 
lische Hydrolyse: Uber das sog. Trinucleotid von Thannhauser und 
Dorfmiiller. Jl. Biol. Chem. Bd. 43, 8S. 379 (1920). 

3) Walter Jones und B. E. Read, Das Adeninuracildinucleotid 
und die Struktur der Hefenucleinsdiure. Jl. Bio}. Chem. Bd. 29, S. 111 
(1917). 

4) P. A. Levene, Die Struktur der Hefenucleinsiiure. III. Mitt. 
Die Ammoniakspaltung. Jl. Biol. Chem. Bd. 33, 8. 425 (1918). 
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offenbar, daB die Hefenucleinsiure leicht in ihre Nucleotide 
zu zerlegen ist, und sie stellt danach eine ,,gekoppelte“ Nuclein- 
siure par excellence dar, zumal die Guanylsiure in beiden 
Nucleinsiuren, in der Guanylnucleinsiure sowohl als auch in 
der Hefenucleinsiure, lediglich die Rolle eines Nucleotids spielt 
und als selbstiindige Nucleinsiiure nicht vorkommt. 

Die Alkaliempfindlichkeit der Hefenucleinsiure ist 
neuerdings von Steudel und Peiser?) bestitigt worden, 
indem sie fanden, dai die Hefenucleinsiure, in derselben 
Weise mit verdiinnter Natronlauge behandelt, wie ich dies bei 
der Spaltung der Guanylnucleinséiure angegeben habe, ‘iuBerst 
leicht Guanylsiure abspaltet, die mit der von mir an- 
cegebenen Natriumacetatmethode isoliert werden konnte. Es 
sei hier gleich erwihnt, daB® trotz dieser Abhnlichkeit der 
Guanylnucleinsiiure mit der Hefenucleinsiiure die beiden nicht 
identisch sind, da, wie gezeigt werden wird, der nach alka- 
lischer Hydrolyse verbleibende Rest bei der Guanylnuclein- 
siure den Typus der Thymonucleinsdure trigt, waihrend 
die entsprechenden Komplexe bei der Hefenucleinsiure natiir- 
lich pentosehaltig sind, und der Umstand, daB beide 
Nucleinséuren durch Alkalien iiberaus leicht hydrolysierbar 
sind, berechtigt uns lediglich zu der Vermutung, daB iiberall 
da, wo wir Guanylsiure (oder auch andere pentosehaltige 
Nucleotide) zum Aufbau von Nucleinsiuren irgendwelcher Art 
verwendet sehen, diese durch alkalische Hydrolyse leicht 
abgespalten werden. 

Ich habe die Guanylnucleinsiure auch wohl ,,zusammen- 
vesetzte“ oder ,,gemischte’ Nucleinsiure genannt, womit ich 
zum Ausdruck bringen wollte, da8 in der Guanylnucleinsiure 
ganz heterogene Nucleotide vereinigt sind. Diese Verschieden- 
artigkeit beruht auf den Kohlenhydratgruppen der beiden 
Komponenten, denn die Guanylsiure enthalt als Kohlenhydrat 
eine Pentose (d-Ribose), die andere Komponente hingegen gibt 
nach sehr schwacher saurer Hydrolyse genau wie die Thymo- 


') H. Steudel u. E. Peiser, Uber die Hefenucleinsiiure. IIL. Mitt. 
Diese Zs. Bd. 120, S. 292 (1922). 
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nucleinséiure eine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure, 
sowle eine griine Fichtenspanreaktion, und Nucleinsauren, welche 
diese Eigenschaften zeigen, gehéren eben zur Gruppe der 
Thymonucleinsadure und sind gianzlich verschieden von den 
pentosehaltigen. Diese eigenartigen Reaktionen habe ich schon 
vor langerer Zeit aufgefunden und verdffentlicht..) Durch 
diese Unterschiede ergibt sich ein neues Hinteilungsprinzip fiir 
die Nucleinséuren im allgemeinen, das deswegen praktische 
Bedeutung erlangen diirfte, weil die als Grundlagen dienenden 
Reaktionen schon mit Spuren der zu untersuchenden Nuclein- 
siuren angestellt werden kénnen und von groBer EKindeutigkeit 
sind, weil sie sonst in der Biochemie nicht vorkommen. Diese 
Einteilung soll in der nachsten Arbeit naiher begriindet und 
ausgefiihrt werden. 

Die erwahnte erste Arbeit E. Hammarstens weist eine 
sehr groBe Ubereinstimmung mit meinen Resultaten auf. Er 
fand unter den Spaltungsprodukten seiner gekoppelten Nuclein- 
siure, wie er ausdriicklich feststellt, Guanin, Adenin, Cytosin, 
Thymin und Lavulinséure, von denen Thymin und Lavulin- 
siure Stoffe sind, welche eine Thymonucleinsdure charak- 
terisieren; denn in pentosehaltigen Nucleinsiiuren sind sie noch 
nie nachgewiesen worden. Auf Grund dieser Resultate kommt 
EK. Hammarsten zu dem Schlusse, daf seine zusammen- 
gesetzte Nucleinsiure wahrscheinlich eine Verbindung aus 
Guanylsiure und _ ,,l'etranucleotidsiure“ (d. h. Thymonuclein- 
siure?) sei. Ein Unterschied zwischen meiner Auffassung und 
der Hammarstens bestand nur darin, daB Hammarsten aut 
Grund seiner Purinbasenbestimmungen annimmt, daB in einem 
Molekiil der gekoppelten Nucleinsiure zwei Molekile Guanyl- 
siure und ein Molekil ,,Tetranucleotidsiure“ stecken, wihrend 
ich der Ansicht war, daB dieses Verhiltnis 1:1 ist. Bei der 
komplexen Natur der Hauptfragen ware das wahrlich nur 
ein unwesentlicher Unterschied. Meine Anschauungen iu 
dieser Hinsicht griinden sich auf die Ausbeute an guanylsaurem 





1) R. Feulgen, Uber die ,,Kohlenhydratgruppe“ in der echten 
Nucleinsiure. I. Mitt. Diese Zs. Bd. 92, S. 154 (1914). — Derselbe. 
II. Mitt. Ebenda Bd. 100, S. 241 (1917). 
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Natrium mittels der Natriumacetatmethode nach alkalischer 
Hydrolyse der Guanylnucleinséure. Zu einer genaueren quanti- 
tativen Auswertung miiBte zunichst die Léslichkeit des guanyl- 
sauren Natriums in Natriumacetatlésungen bekannt sein. Sozche 
Versuche werden zurzeit bei mir ausgefiihrt. 

Eine desto gréBere Uberraschung brachte fiir mich die 
zweite Mitteilung von E. Hammarsten und E. Jorpes?), in 
der sie sich vorwiegend mit dem nach Abspaltung der Guanyl- 
siure verbleibenden Reste beschiftigen. Die Autoren kommen 
nimlich zu dem Schlusse, daB in dem Reste wahrscheinlich 
eine Pentose und nur Adenin vorhanden sei, ohne indessen 
praparativ-experimentelle Beweise fiir ihre Anschauungen zu 
erbringen. Wo sind denn eigentlich das Cytosin und das 
Thymin geblieben? 

Ich glaube, daB das Fehlen der Pyrimidine in dem 
Hammarstenschen Praparate seinen ganz besonderen Grund 
hat; um ihn darzulegen, soll der Arbeitsgang der genannten 
Autoren kurz besprochen werden: 

Zur Darstellung der zusammengesetzten Nucleinsiure ex- 
trahiert KE. Hammarsten zuerst Trockenpankreas mit sehr 
verdiinnter Salzsiure (zur Entfernung von KiweiB) und laugt 
darauf die Driisenmasse mit sehr verdiinnter Natronlauge aus. 
Im Filtrate wurde dann ein Nuclein mittels Salzsiure gefallt. 
Wird das Nuclein in wenig Natronlauge gelést und mit CaCl, 
gefallt, so entsteht ein Niederschlag der Nucleinsiure als 
Calciumsalz. Wird das Praparat jetzt mit verdiinnter Essig- 
siure ausgezogen, so geht der gréBte Teil des Calciums als 
Calciumacetat in Lésung und der Riickstand kann dann in 
verdiinnter Natronlauge gelést und als Ca-Na-salz mit Alkohol 
gefallt werden. Nach der ganzen Darstellung glaube ich nicht, 
daB der Kérper grundsitzlich von meiner Guanylnucleinsaure 
verschieden ist. Wenn Unterschiede vorhanden sind, so sind 
diese wohl nur durch die gréBere Reinheit des einen oder des 
anderen Praparates bedingt. Diese zusammengesetzte Nuclein- 





1) Einar Hammarsten und Erik Jorpes, Eime ,,gekoppelte“ 
Nucleinsiure aus Pankreas. II. Mitt. Diese Zs. Bd. 118, 8S. 224 (1921). 
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siure erwiarmen nun Hammarsten und Jorpes mit 2°/ iger 
Natronlauge, wobei die Guanylsiure als Alkalisalz abgespalten 
wird, das nach Neutralisation mit Essigsiure mittels der Natrium- 
acetatmethode abgeschieden werden kann. Das Filtrat davon 
fillen die genannten Autoren mit Alkohol, und diese Fillung 
muB den — im wesentlichen guanylsdurefreien — Rest der 
zusammengesetzten Nucleinsiure darstellen. In der gleichen 
Weise bin ich seinerzeit vorgegangen. Aus der alkoholischen 
Mutterlauge der Fallung erzielten nun Hammarsten und 
Jorpes mit CuCl,-Lisung einen weiteren Niederschlag, den 
sie mit dem ersten vereinigten, weil sie (wohl zutreffend) ver- 
muteten, daB die beiden Fiallungen demselben Ko6rper an- 
gehérten. Zuvor jedoch verwandelten sie auch das 
durch Alkoholfillung gewonnene Natriumsalz des 
Paarlings in das Kupfersalz. Nach meinen Versuchen 
lage an dieser Stelle das Kupfersalz einer Nucleinsiure vom 
Typus der Thymonucleinsiure vor, wofiir ich weiter unten 
Beweise erbringen will. Das Natriumsalz dieses Kérpers ist 
aber in waBriger Lisung mit Mineralséure fallbar; denn 
der Paarling ist in freiem Zustande (wie die Thymonuclein- 
siure) in Wasser unlislich bzw. schwer léslich, auBerdem zer- 
setzt er sich in freiem Zustande iuBerst leicht unter Abgabe 
der Purinkérper. 

Nun verarbeiten Hammarsten und Jorpes das Kupfer- 
salz des Paarlings weiter, indem sie es in Wasser suspendieren 
und mit H,S zersetzen. Dadurch wird aber natiirlich die 
Nucleinsaure frei und bleibt wegen ihrer Unléslichkeit in 
dem aus CuS bestehenden Niederschlage, wihrend Hammarsten 
und Jorpes lediglich das Filtrat weiter untersuchen, indem 
sie ein Brucinsalz daraus herstellen. Es ist also anzunehmen, 
daB die unldsliche Nucleinsiure im CuS-Niederschlag steckt 
und z. 'T. — wegen der sauren Reaktion — unter Abgabe von 
Purinkérpern zersetzt worden ist; in diesem Falle befiande sich 
ein undefinierbares Zersetzungsprodukt im Filtrat und wiirde 
in die Brucinsalze hineingegangen sein. 

Weiterhin sind die Autoren der Ansicht, daB der Rest 
der zusammengesetzten Nucleinsiure pentosehaltig ist, und 
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damit wiirde, wie die Autoren selbst angeben, die Guanyl- 
nucleinsiure in sehr groBe Nahe zu der Hefenucleinsiure 
riicken. Die Auffassung der Autoren beruht aber nur auf 
der Furfurolausbeute bei der Salzsiiuredestillation nach Tollens. 
Hierzu ist zu bemerken, da auch Nucleinséuren vom Typus 
der Thymonucleinséure beim Kochen mit Siduren Furfurol 
liefern, ein Kinwand, den die genannten Forscher iibrigens 
selbst machen. Eine quantitative Auswertung der Furfurol- 
ausbeute scheint mir aber bei einem undefinierbaren Zersetzungs- 
produkte nicht angingig. 

Hier ist die Frage zu untersuchen, ob der Paarling auch 
wirklich frei von der viel Furfurol lhefernden Guanylsiure 
ist, ein Umstand, der um so mehr Beriicksichtigung ver- 
dient, als Hammarsten und Jorpes diese Frage durch den 
Nachweis erledigt haben, daB in dem Reste kein Guanin 
mehr vorhanden war. Zur Abscheidung des Guanins nach er- 
folgter Hydrolyse benutzen sie — wie dies iibrigens wohl stets 
geschieht — die leidige Ammoniakmethode, die auf der Un- 
léslichkeit bzw. Schwerléslichkeit des Guanins in Ammoniak 
beruht. Ich bin schon 6fter das Opfer einer groBen Tiiuschung 
geworden dadurch, daB beim Ubersiittigen einer mineralsauren 
Purinbasenmischung mit Ammoniak oder beim Digerieren von 
bereits abgeschiedenem Guanin mit Ammoniak dieses kolloidal 
in Lésung geht, besonders wenn die Purinbasen nicht vorher 
durch Behandeln mit Tierkohle gereinigt waren. 

Weiter wissen wir, daB in der Pankreasdriise freies 
Gsuanosin vorkommt und daB dieses sogar mit Nucleinsiuren 
salzartige Verbindungen eingehen kann (Levene). Auch durch 
eine solche Verunreinigung kann Furfurol gebildet werden. 
Bei mir wird diese Fehlerquelle durch die Fallung der Nuclein- 
siuren mit Alkohol bei alkalischer Reaktion (vgl. oben) aus- 
geschlossen. 

Bei meinen Versuchen war es fiir die Beurteilung des 
guanylsiurefreien Restes der Guanylnucleinsiure natiirlich er- 
forderlich, daB die abgespaltene Guanylsiure auch vollstindig 
entfernt werden konnte. Ich suchte dies durch Fallung des 
Natriumsalzes mit Barytwasser zu erreichen, und diese Methode 
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beruht auf der Beobachtung, daB guanylsaures Natrium durch 
Barytwasser leicht gefallt wird, b-thymonucleinsaures Natrium 
aber nur sehr schwer und unvollstindig, ergiebig nur in Gegen. 
wart von Bariumsalzen. Filtriert man nach der Barytfallung 
von der Guanylsiurefillung ab und saéuert das Filtrat mit 
Essigsiure schwach an, so schligt Alkohol das Bariumsalz 
der begleitenden Nucleinsiure nieder nach einem von mir bei 
Nucleinséuren oft beobachteten Prinzip, wonach Natriumsalze 
von phosphorhaltigen Nucleinsiureabkémmlingen in Gegenwart 
von Bariumionen aus waBriger Lésung auf Zusatz von Alkohol 
stets als Bariumsalze gefallt werden, auch dann, wenn diese 
selbst in Wasser leicht léslich sind, und zwar deswegen, weil 
die Bariumsalze sehr viel leichter mit Alkohol fallbar sind als 
die Natriumsalze. Aber auch die Fallung mit Barytwasser 
entfernt die Guanylsiure keineswegs quantitativ. 

Das Natriumsalz des guanylsidurefreien Restes, hinter dem 
ich eine Nucleinsiure vom Typus der Thymonucleinsaure vermute, 
gelatiniert nicht. Aber selbst dann, wenn diese Nucleinsiure 
mit der Nucleinsiure der Thymusdriise identisch wire, so wiirde 
sie doch in ihrer nicht gelatinierenden b-Form vorliegen miissen; 
denn erstens stammt die Nucleinsiure aus der Pankreas- 
driise, und wir wissen, daB Pankreasextrakte das gelatinierende 
a-nucleinsaure Natrium leicht in die nicht gelatinierende b-Form 
umwandeln kénnen, und zweitens wurde zur Aufspaltung des 
Nucleoproteids kiufliches Pankreatin benutzt, und nach meinen 
Erfahrungen haben wir gerade in diesem Stoff ein sehr be- 
quemes und schnell wirkendes Hilfsmittel in der Hand, um 
die a-Nucleinséure in die b-Form iiberzufiihren. Ich begriinde 
darauf eine Methode zur priparativen Darstellung der 
b-Nucleins’ure und werde iiber diese in kurzer Zeit berichten. 

Das in der oben besprochenen Weise von mir dargestellte 
Bariumsalz der guanylsiurefreien Komponente der Guanyl- 
nucleinséure wird nun aus w&Briger Lésung durch Mineral- 
siuren (Salzsiure) gefallt, weil die freie Nucleinsdure schwer- 
bzw. unloslich ist. Dadurch unterscheidet sie sich grundsitzlich 
von pentosehaltigen Nucleotiden, deren Salze durch 
Mineralsiuren nicht gefallt werden. Die Thymonucleinsiure 
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ist die einzige bisher bekannte Nucleinsdure, die nach Alkali- 
behandlung ihre Fallbarkeit mit Minerals’uren beibehilt; 
die Hefenucleinsiure und selbst héhere Bruchstiicke davon 
werden dabei in die Nucleotide gespalten und verlieren so 
die Fallbarkeit mit Mineralsiuren. Das Bariumsalz des guanyl- 
siurefreien Restes gibt ferner nach milder saurer Hydrolyse 
eine ganz intensive Farbung mit fuchsinschwefliger Saure, und 
darin unterscheidet sich dieser K6érper nicht im geringsten 
von der Thymonucleinsiure; dieses Verhalten steht im striktesten 
Widerspruch zu dem samtlicher pentosehaltiger Nucleotide 
einschlieBlich der Hefenucleinséure, die bei gleicher Behand- 
lung auch nicht die geringste Andeutung dieser Reaktion zeigen. 
Weiter gibt der Paarling der Guanylnucleinsaéure die griine 
Fichtenspanreaktion, die wegen ihrer Seltenheit so eindeutig 
ist, gibt es doch keinen zweiten Kérper in der Biochemie, der 
sich ahnlich verhielte. Pentosehaltige Nucleotide geben diese 
Reaktion nicht. 

Um diese Versuche durch engeren Vergleich auswerten zu 
kénnen, wurden 3 Reaktionen nebeneinander gemacht, die eine 
mit thymonucleinsaurem Barium aus der Thymusdriise, die 
andere mit dem Bariumsalz des zu untersuchenden Paarlings, 
und die dritte mit Hefenucleinsiure, die ja bei der sauren 
Hydrolyse uns eine ganze Auswahl von Nucleotiden zugleich 
zur Verfiigung stellt. Im einzelnen wurde jedesmal 0,1 g der 
Substanz in 1 com Wasser gelést, 1 com 2n-Schwefelsdure hin- 
zugesetzt, und bei den Nucleinsiuren vom Typus der Thymo- 
nucleinséure 5 Minuten, bei der Hefenucleinsdiure wegen der sehr 
viel schwieriger erfolgenden Abspaltung der Purine auch langere 
Zeit (bis zu 2 Stunden) im siedenden Wasserbade gehalten. Nach 
dem Abkihlen wurde mit 1 ccm 2n-Natronlauge neutralisiert, 
vom Bariumsulfat abfiltriert und das Filtrat zu den Reaktionen 
benutzt. Zur Aldehydreaktion wurden einige Kubikzentimeter 
fuchsinschwefliger Siure!) mit je 3 Tropfen der Hydrolysen- 
fliissigkeit versetzt: bei dem zu untersuchenden Nucleinsaure- 





1) Eine 0,5°/,ige Lésung von Fuchsin wird durch Einleiten von 
SO, entfirbt und das iiberschiissige SO, im Vakuum entfernt. 
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paarling wie bei der Nucleinsiure der Thymusdriise entstand 
nach einigen Minuten eine priachtige und intensive Violett. 
farbung; ein Unterschied hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs 
und der Intensitaét der Farbung war nicht zu beobachten. Bej 
der Hefenucleinsiure hingegen fiel dieser Versuch ginzlich 
negativ aus, und auch nach stundenlangem Stehen zeigte sich 
nicht die Spur einer Fiarbung. 

Zur Anstellung der griinen Fichtenspanreaktion wurden 
Fichtenspine, von deren Brauchbarkeit ich mich vorher an 
Hand eines Nucleinsiurepriparats aus der Thymusdriise iiber- 
zeugt hatte, durch 1/, stiindiges Hineinstellen in die Hydrolysen- 
fliissigkeit mit dieser getrankt und dann in ein Reagensglas 
mit konz. Salzsiure eingetaucht: bei der Nucleinsiiure aus der 
Thymusdriise und dem Pankreas entstand in gleicher Weise 
die griine Farbung, wihrend bei der Hefenucleinsiure nichts 
davon zu sehen war. 

Aus diesen Versuchen geht ganz zweifellos hervor, daf die 
andere Komponente der Guanylnucleinsiure zum Typus der 
Thymonucleinsiure gehért, wobei ich, wie in der folgenden 
Arbeit motiviert werden wird, als wesentliches Merkmal von 
Nucleinsiituren dieses Typs das Vorhandensein jenes merk- 
wiirdigen Kohlenhydrats annehme, das fir die genannten 
Reaktionen verantwortlich zu machen ist. Diese Versuche 
sind aber nur dann als eindeutig zu betrachten, wenn der 
Nachweis erbracht ist, daB die Guanylnucleinsiure nicht etwa 
jene Nucleinsiure vom Typus der Thymonucleinsiure mechanisch 
beigemengt enthilt. Man kénnte sich ja vorstellen, daf die 
Guanylsiure zwar mit einem oder mehreren Nucleotiden ver- 
bunden im Pankreasproteid vorkommt, daf diese Nucleotide 
aber — entsprechend den Anschauungen von Hammarsten 
und Jorpes — doch pentosehaltig seien und daB die durch 
die obigen Reaktionen zweifellos nachgewiesenen Nucleotide 
der Thymonucleinsiure den ersteren Komplexen lediglich 
als Verunreinigung beigemengt sind. In diesem Falle ware 
die Nucleinsiure vom Typus der Thymonucleinsiure also gar 
nicht mit der Guanylsiure ,verbunden“. Diesen EKinwand zu 
widerlegen, war nicht ganz leicht und gleichbedeutend mit dem 
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Versuch einer Trennung der zusammengesetzten Nucleinsiiure 
von der Thymonucleinsiure. Es gelang aber, die Guanyl- 
nucleinséure vollstiindig zu fallen unter Bedingungen, unter 
denen der fragliche Paarling nicht oder nur ganz unvollstindig 
gefallt wird. Wie oben erwihnt, fallt Barytwasser eine Lisung 
von b-thymonucleinsaurem Natrium nicht, bzw. nur sehr un- 
vollkommen, Alkohol erzeugt dann in einer solchen mit Baryt- 
wasser versetzten Lésung aus dort erérterten Griinden reich- 
lichste Fallung. Eine Lésung von guanylnucleinsaurem Na- 
trium kann jedoch durch Barytwasser so vollstindig ausgefallt 
werden, daB im Filtrat dieser Fallung durch Alkohol nur ein 
hauchdiinner Niederschlag hervorgerufen wird, wobei zu beriick- 
sichtigen ist, daB die Alkoholfallung eines Ba-Salzes (bzw. Na- 
Salzes in Gegenwart von Ba-Ionen) von noch phosphorhaltigen 
Nucleinsdurederivaten ein sehr empfindlicher Nachweis ist. 
Durch diesen Befund wird bewiesen, daB dem guanylnuclein- 
sauren Natrium der Paarling vom Charakter der Thymonuclein- 
siure nicht beigemengt sein konnte. Hier kénnte man noch 
einwenden, daB aus irgendeinem Grunde die nachtrigliche 
Fallung der Thymonucleinsiurekomponente mit Alkohol ver- 
hindert wiirde. Daf dies nicht der Fall ist, zeigte ein Versuch, 
bei dem ich ein Gemenge von guanylnucleinsaurem Natrium 
und dem Natriumsalz des Paarlings in Wasser léste, die Lésung 
dieser Mischung mit Barytwasser ausfallte und das Filtrat mit 
Alkohol versetzte: es entstand ein intensiver Niederschlag, der 
beweist, daB eine Beimengung der nicht gebundenen 
Komponente sich mit dieser Methode sehr wohl bemerkbar 
macht, 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dab die Nucleinsiure 
vom Typus der Thymonucleinsiure in der Guanylnucleinsiure 
organisch gebunden ist. Eine andere Frage ist die, ob 
auBerdem (und abgesehen von der Guanylsiure) noch pentose- 
haltige Nucleotide in der Guanylnucleinsiure vorkommen. 
Diese Frage kann mit den. vorliegenden Untersuchungen 
natiirlich nicht beantwortet werden; ich glaube aber, daB der 
eroBte Teil des guanylsiurefreien Restes aus einer Nuclein- 
siure vom Typus der Thymonucleinsiiure besteht. Ich sage 
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ausdriicklich vom ,,Typus“ der Thymonucleinsiure. DaB der 
Koérper mit ihr identisch ist, ist noch nicht exakt bewiesen 
worden. Allerdings kennen wir bisher mit Sicherheit nur einen 
einzigen Vertreter der Nucleinsiuren vom Typus der Thymo- 
nucleinsdure, nimlich die gewéhnliche tierische Nucleinsiure, da 
alle derartigen Nucleinséiuren anscheinend identisch sind. Es ist 
aber méglich, daB hier noch Unterschiede bestehen, und daB dic 
Thymonucleinséure noch in mehreren Arten vorkommen kann. 
Um dies zu entscheiden, ist es erforderlich, daB erstens eine 
méglichst gute Isolierung und zweitens eine quantitative Spal- 
tung und genaue Untersuchung der stickstoffhaltigen Bausteine 
erfolgt. Diese Arbeiten behalte ich mir vor. 

Zu diesen Versuchen stand mir Hefenucleinsiure von der 
Firma Boehringer in Mannheim zur Verfiigung; die sonstigen 
Mittel verdanke ich Herrn Alfred Huffmann in Werden 
a.d. Ruhr. Ich spreche fiir diese Unterstiitzungen auch hier 
meinen besten Dank aus. 








Eine Kondensation der Dehydro-desoxycholsdure. 
Von 


Tomihide Shimizu. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1922.) 


Bei dem Versuch, den Athylester der Dehydro-desoxychol- 
siure, C,,H,.O,, nach der tblichen Methode, durch Einleiten 
von Salzsiuregas in die alkoholische Liésung der Saure, dar- 
zustellen, wurde von E. Boersch!) beobachtet, daB an Stelle 
des erwarteten Esters der gut krystallisierte Ester einer chlor- 
haltigen Saiure entsteht, die auf 2 Mol der Ausgangssiure ein 
Atom Chlor enthalt. Die naihere Untersuchung, die im Hin- 
blick auf die Verinderungen der Ketocarbonsaiuren der Gallen- 
siuregruppe ein grundsitzliches Interesse besaB, hat ergeben, 
daB bei der vorliegenden Reaktion unter dem Einflu8 der 
Salzsiure eine Aldolkondensation zwischen zwei CO-haltigen 
Ringen eintritt; in dem Aldol wird dann in zweiter Phase die 


OH-Gruppe durch Chlor ersetzt. 
| 
C C 
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1) Dissertation Miinchen, Technische Hochschule 1918 (ungedruckt). 
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Welcher von den beiden Ringen, I oder II, beiderseitig he. 
teiligt ist, ]4Bt sich nicht sagen. 

Durch Natriumalkoholatlésung wird der Ester verseift und 
gleichzeitig HCl abgespalten. Man erhialt eine schwer lésliche, 
aber gut krystallisierte, chlorfreie, unges&ttigte, zweibasische 
Saiure, C,,H,,O,, deren Doppelbindung zwischen den beiden 
Ringen oder auch in einem Ring liegen kann. Die erste 
Méglichkeit ist die wahrscheinlichere. 


a 
CH, ¢ OH C 
| ar i a 
en | oder ee si | 
CH, CO CH, 
oo le 
GH, GH, 


Bei der Bildung des chlorhaltigen Esters tritt Dunkel- 
gelbfarbung und starke Fluorescenz auf, auch die ungesiittigte 
Siure wird beim Kochen mit Hisessig verindert, indem auch 
hier eine fluorescierende orangegelbe Lésung entsteht. 

Es ist daher zu vermuten, daB auch die charakteristische 
Fluorescenzreaktion der Gallensiuren selbst, die mit einer 
Oxydationswirkung der konz. Schwefelsiure verbunden ist, mit 
einer — wohl weitergehenden — Kondensation einher gelt. 

Die Bildung des Methylesters der Dehydro-desoxycho!- 
siure geht ohne weitere Kondensation vor sich und zwar des- 
halb, weil er, schwer léslich, sich ausscheidet, und dadurcl: 
der Wirkung der Salzsiiure entzogen wird. Ubrigens konnte 
ich aus den Mutterlaugen von der Darstellung des chlorhaltigeu 
Athylesters auch den schén krystallisierten Athylester der 
Dehydro-desoxycholsiure gewinnen und von ihm aus zeigen, 
daB er durch HCl in der oben geschilderten Weise konden- 
siert wird. 


Die Veresterung mit Athylalkohol. 


5 g reine Dehydro-desoxycholsiure werden mit 25 ccm abs. 
Alkohol iibergossen, und ohne Lésung abzuwarten, wird in 
ziemlich raschem Strom Salzsiure eingeleitet. Es tritt fast 
sofort Lésung, ein und die vorher farblose Lésung wird nach 





Eine Kondensation der Dehydro-desoxycholsiure. 161 


und nach etwas dunkler. Nachdem mit HCl gesittigt ist, 1aBt 
man stehen. Die Lésung farbt sich noch mehr, und ein 
helles Ol beginnt sich auszuscheiden, das nach 2 bis 3 Tagen 
krystallinisch erstarrt ist. Man saugt ab und wischt mit 
Alkohol, worin das Reaktionsprodukt schwer léslich ist, Etwaige 
dlige Anteile werden durch Verreiben mit Alkohol in den 
krystallinen Zustand iibergefiihrt. Ausbeute etwa 2,5 ¢. Zur 
Analyse (KE. Boersch) wurde aus Essigester umkrystallisiert. 
Schmelzp. 204°. 


0,1866 g Substanz gaben 0,3659 g CO, und 0,1134 g H,0. 


0,2542¢ ,, »  0,0419 g AgCl. 
C;,H,,0,Cl Ber. C 73,37°/, H9,29%, Cl 4,15%, 
Gef. ,, 73,05 » 9,29 » 4,08 


Der chlorhaltige Ester (2 g) wird nun 2 Stunden am Riick- 
fluBkiihler mit Natriumithylat — 0,8 ¢ Natrium in 15 ccm 
Alkohol — verseift. Das entstandene rein weiBe Natriumsalz 
wird abgesaugt, mit Alkohol gewaschen, in Wasser gelist und 
mit Salzsiure zerlegt. Die neue Saure scheidet sich zunachst 
gallertartig aus und wird durch kurzes Erwirmen in filtrier- 
bare Form gebracht. Aus dem Filtrat der Verseifung gewinnt 
man nach dem Verdampfen des Alkohols und Ansduern mit 
HCl ebenfalls noch kleine Mengen der Saure. 


In Wasser, auch hei8em, ist die ungesittigte Siure schwer 
léslich; aus Eisessig, dem man etwas Wasser zuspritzt, laBt 
sie sich umkrystallisieren, doch scheint sie sich dabei zu ver- 
andern, indem das Lésungsmittel sich orange farbt mit griiner 
Fluorescenz. (Dieselbe Farbreaktion tritt mit Essigsaure- 
anhydrid und konz. Schwefelsiure auf.) 


Zur Reinigung wurde daher die Séure mehrmals aus der 
Hiilse mit Essigester extrahiert und so umkrystallisiert. Aus 
dem KHssigester scheidet sie sich in schénen sechsseitigen 
Prismen ab (Schmelzp. 276°). 


0,1955 g Substanz gaben 0,5394 g CO, und 0,1658 g H,0O. 


01703¢ ,, » 0,4706¢ CO, ,, 0,1480g H,O. 
4,800 mg " » 18,282mg CO, ,, 4,112 mg H,0O. 
3,800 mg » 10,500 mg CO, ,, 3,3400mg H,O. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXIII. 11 
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C,sH,,0, Ber. C 75,98 °/, H 9,24°,. 
Gef. ,, 75,27 > 9,49 
y 15,89 » 9,72 
» 75,48 y 9,58 
» 15,38 » 0,83 
Titration: 0,1000 g Substanz verbrauchten 2,67 ccm n/10-NaQOH. 
Agquivalent 371 Ber. 379 


Die Saure ist gegen Permanganat ungesittigt. Auber 
Pyridin, das mit Ather kombiniert, sich auch zur Reinigung 
eignet, nehmen organische Lésungsmittel sie sehr schwer auf. 

Dehydro-desoxycholsiureathylester. Die dunkelge- 
farbte Mutterlauge von der Veresterung mit HCl wird frak- 
tioniert mit Wasser gefallt, wodurch die braunroten Schmieren 
fast ginzlich entfernt werden. Aus der nunmehr ziemlich 
hellen Lésung wird durch erneuten Zusatz von Wasser zuniichst 
eine milchige Triibung erzeugt. Nach einiger Zeit bilden sich 
jedoch glanzende Blatter, die abgesaugt und zweimal aus verd. 
Alkohol umkrystallisiert werden. Glinzende Blatter vom 
Schmelzp. 108°. Die Substanz erweist sich als vollkommen 
chlorfrei und ist, wie Analyse und Athoxylbestimmung ergaben, 
der reine Athylester der Dehydro-desoxycholsaure. 


0,1411 g Substanz gaben 0,3882 g CO, und 0,1252 g H,0O. 


C.c6H,.0, Ber. C 75,0 %, H 9,62 °/, 
Gef. ,, 75,06 » 9,93 
0,2090 g Substanz gaben 0,1116 g AgJ. 
Ber. OC,H,; 10,81 °/, Gef. 10,27 °/, 


Methylester. Die Darstellung des Methylesters ist viel 
einfacher, da hier keine Schmieren auftreten; auch ist hier 
kein chlorhaltiger Ester beobachtet worden. 

Der Methylester wird in der gewodhnlichen Weise durch 
Einleiten von Salzsiuregas in die methylalkoholische Lésung 
der Dehydro-desoxycholsiure hergestellt (5 g Saure mit 25 ccm 
abs. Methylalkohol). Schon wahrend des Einleitens der Salz- 
siure tribt sich die Lésung von ausgeschiedenem Ester. Nach 
der Sittigung mit HCl wird einige Zeit stehen gelassen und 
bald ist der Inhalt des Kélbchens von einem Krystallbrei er- 
fiillt. Abgesaugt, mit alkoholischer HCl gewaschen und 2 mal 
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aus verd. Methylalkohol umkrystallisiert, werden ebenfalls 
glinzende Blatter erhalten, die unter dem Mikroskop sich als 
aus feinen Nadeln bestehend erweisen. Schmelzp. 130°. 
0,1742 g Substanz gaben 0,4773 g CO, und 0,1517 g H,0. 
C.sH,0, Ber. C 74,63 %, H 9,45 °/, 
Gef. ,, 74,75 » 9,74 
0,3139 g Substanz gaben 0,1876 g AgJ. 
C..H,,0, Ber. OCH, 7,71°/,  Gef. 1,78 %. 


Durch Einleiten von HCl in die methylalkoholische Lésung 
des Esters wird wieder unverinderter Ester erhalten. Dagegen 
tritt beim Kinleiten von HCl in die alkoholische Lésung des 
Athylesters’ zunichst keine Fallung ein. Erst beim Stehen 
scheidet sich ein krystallisierter farbloser Kérper ab, wahrend 
die Flissigkeit sich stark dunkel farbt. Abgesaugt und mit 
Alkohol gewaschen erweist sich die Substanz als der chlor- 
haltige Ester. 





11* 


tS ae eas siren: Mba een, 


<page 


fe ei) BGS ta Spates yg Se MY 








Vergleich von ¢- und £-Glucose in der Garung. 
Von 


Richard Willstiitter und Harry Sobotka. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen,) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1922.) 








Das verschiedene biochemische Verhalten der a@- und (- 
Glucoside ist eine bekannte und nach allen Richtungen unter- 
suchte Erscheinung. Es ist aber noch nie ein Unterschied 
im biochemischen Verhalten der zugrunde liegenden beiden 
Glucosen festgestellt worden. Auf einen solchen wurden wir 
bei Versuchen aufmerksam, in denen das optische Drehungs- 
vermégen einer teilweise vergorenen Glucoselésung nachtriig- 
liche Zunahme erfuhr, nachdem die Girung zum Stillstand 
gebracht war. 

In der Absicht, den Effekt zu vergréBern, wurde die 
Garung beschleunigt. Es gelang, durch Anwendung von ver- 
haltnismiBig viel Hefe, namlich von 1 Teil abgepreBter guter 
Brauereihefe auf 2 Teile 5—10°/, iger Glucoselésung bei 30° 
unter standigem Schiitteln 30°/, der theoretischen CO,-Menge 
in etwa 10 Minuten zu entbinden, mit der doppelten Hete- 
menge sogar 50°/,. AuBerdem war es ndtig, die erste polari- 
metrische Ablesung méglichst schnell nach der Unterbrechung 
der Girung auszufiihren, um die Stérung des Gleichgewichtes 
zwischen @- und f-Glucose in ihrem urspriinglichen Ausmabe 
kennen zu lernen. Es war méglich, die erforderlichen Ope- 
rationen — Durchschiitteln mit Chloroform, Abzentrifugieren 
der Hefe, Klaren und Filtrieren, all dies tunlichst unter 
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Kihlung — auf 10 Minuten zusammenzudringen. Das optische 
Drehungsvermégen im Zeitpunkte der Sistierung laBt sich aus 
der ersten Ablesung mit Hilfe der folgenden rechnerisch oder 
graphisch extrapolieren. 

20 g Hefe wurden mit CO,-gesittigtem Wasser (40 ccm) 
aufgeschliammt, auf 30° vorgewirmt und dann mit 3 bis 5,6 g 
Glucose versetzt. Hierauf wurde das Girkélbchen mit dem 
Quecksilbergasometer’) verbunden und geschiittelt, bis nach 
Ablauf von 7 Minuten der gewiinschte Bruchteil des Kohlen- 
dioxyds entwichen war. Nun wurde gedfinet, die Hefe mit 
Chloroform abgetétet und die Lésung nach dem Kliaren und 
gUer Gl t,, Go. sosas Minuten spater abgelesen. 


Tabelle 1. 


Ansteigen des Drehungsvermégens in Girungsrestlésungen. 


























Glu- oF, Polarimetrische Bestimmungen 
Nr. cose CO, in Anf, 7 wit a E oe ; 
T Min. | 42 angewert aes t,| te | t, ndwert 
g extrapoliert | tow 
1] 3 |33%in} 303° | 3,11°|3,19°| — 3,27° 3,38 ° 
15 Min. '20Min./40Min., 80 Min. | 
2] 3 |30%in|  3,25° | 3,32°/3,89°| 3,649 | 3,68 
14 Min. 13 Min. /26Min, 30 + 10 Min. 
3 | 5,6 |40°/,in 5,47 ° 5,67°| — | 5,98° 5,98 
31 Min. 24Min. 24 + 60Min, | 
41 4 |30°/,in 4,92° |5,01°| — _ 5,51 
18 Min. 12 Min.| 








In den Versuchen Nr. 2 und 3 wurde nach 30 bzw. 24 Min. 1 Tropfen 
starken Alkalis zugegeben; hierdurch konnte die Einstellung des Gleich- 
gewichtes in kurzer Zeit (10 bzw. 60 Min.) erzielt werden. 


Das Ansteigen des Drehungsvermégens vom Zeitpunkt der 
beendeten Gdrung bis zur Einstellung des Gleichgewichtes be- 
trug etwa 10°/, des Gleichgewichtswertes. Wenn man aus diesem 
die Glucosekonzentrationen, die wir iibrigens in einer Anzahl 


) R. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und 
zwar S, 222 (1921). 
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Bertrandbestimmungen bestatigt fanden, unter Annahme yon 
[aw], = 521/,° berechnet, ergibt sich fiir die frische Garungsrest- 
lésung [@],, bis herunter zu 46,3° Daraus laéBt sich das Ver. 
haltnis zwischen «- und #-Glucose in ihr berechnen, das in 
Prozenten der Endkonzentration (4,.,, B,),) und der Anfangs- 
konzentration (4, B) angegeben wird. Die Anfangskonzen- 
trationen gem’ dem Gleichgewichtsverhiltnis 36,8°/, fiir «- 
und 63,2°/, fiir B-Glucose, vermindert um die Endwerte 4 und 
&, ergeben die vergorenen Anteile von @ und f in Prozenten 
der angewandten Glucose (4’, B’). 


Bezieht man die vergorenen Mengen von @ und f auf die 
anfangs vorhandenen, so erhilt man x = “= a B oder 
? = 
a aS n nahert sich dem Wert 1 mit dem Fortschreiten 
der Girung, also mit dem  rascheren Verschwinden der 
a-Form, wie es aus der nach dem Vergirungsgrade angeord- 


neten Tabelle 2 ersichtlich ist. 





Einen besseren EKinblick in den Vorgang als dieses Ver- 
haltnis der vergorenen Mengen gestattet der Quotient aus den 
beiden Girungsgeschwindigkeiten, der in der folgenden Ab- 
handlung abgeleitet wird. Dieser Quotient & zeigt in vor- 
liegendem Falle keine Konstanz, wie aus der Tabelle 2 zu er- 
sehen ist. In diese sind auBer den Versuchen der vorigen 
Tabelle noch zwei weitere Beispiele aufgenommen (Nr. 5 mit 
2 g Glucose, 13°/, CO, in 5 Min.; Nr. 6 mit 2 g Glucose, 30°/, 
CO, in 11 Min,). 

Die k-Werte der Tabelle 2 lassen erkennen, daB auch zu 
Beginn der Garung die f-Form zwar dreimal langsamer, aber 
immerhin merklich girt. Bis der Traubenzucker zur Hilfte 
vergoren ist, sinkt das Verhiltnis der Geschwindigkeiten in 
unseren Versuchen von 3 auf 11/,. Dieser Abfall von & im 
Verlaufe der Garung, der ein rasches Abnehmen der iiber- 
wiegenden Fiahigkeit a-Glucose zu vergiren bedeutet, laBt eine 
schnelle Anpassung an die 8-Form annehmen. DaB diese der 
Hefe zunichst nicht ebenso taugt, mag zusammenhingen mit 
der Einstellung der Hefe auf die Reihe der «-Glucoside und 
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Tabelle 2. 


Verhiltnis der vergorenen Anteile und der Girungsgeschwindigkeiten 
von «- und §-Glucose. 














Restliche Aso A A’ 
Nr. 100 ° o/ 100-p° 
Ns: |tncose (7/3 IP | Brot 200%} Bf Plo | zy} OPM] m | 
5 85,8  |48,4° 32,3 27,1 9,1 3,06 | 3,37 a 
67,7 58,1 5,1 ig 
4 72,8 |46,8° 30,5 22,2 14,6 1,99 | 2,27 a 
69,5 50,6 12,6 ie 
2 64,7 146,3°] 30,0 19,3 17,5 1,68 | 1,95 2 
70,0 45,4 17,8 a 
6 60,7 |46,5° 30,2 18,3 18,5 1,53 | 1,74 
69,8 42,4 20,8 
1 59,6  |47,0° 80,8 18,2 18,6 1,46 | 1,65 
69,2 41,2 22.0 
3 56,5 148,09 31,9 -| 18,0 18,8 1,30 | 1,44 
68,1 38,5 24,7 























auf die w-glucosidische Natur der Maltose, des gewohnten Sub- 
strates. Die Girung der Maltose fiigt sich nicht einfach der 
Annahme, daB diese Biose zunichst durch Maltase gespalten 
werde, wobei iibrigens auch iiberwiegend «-Glucose auftritt, 
sondern es wird nach den Beobachtungen von R. Willstaitter r: 
und W.Steibelt}) direkte Garung der Maltose von maltasearmen Se 














Hefen bewirkt und kommt auch bei maltasereichen Hefen in ee 
Betracht. In der Maltoseformel?) a 
te 

O ! ‘s 

CH,(OH) - CH(OH)- bu. CH(OH) - CH(OH)- CH— 4 

O a 

CH(OH) - CH(OH)- CH(OH) - CH - CH(OH) - CH, —! fe 

| 0 | ‘i 

ist die glucosidische «-Glucose mit der primiren Alkoholgruppe vg 
der aldehydischen Glucose verbunden. Wie aus den Eréarte- Ele 





) a. a. O. 
2) W. N. Haworth u. G. C. Leitch, The constitution of the Di- 
saccharides. Part III. Jl. Chem. Soc. Bd. 115, S. 809 (1919). 
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rungen von H.y. Euler und K. Josephson!) hervorgeht, ist 
es wohl méglich, daB die Garung, bevor die Glucosidbindung 
gelést wird, an dem glucosidisch gebundenen Glucosemolekiil 
angreift, nicht am Kohlenstoffatom 1 (in der Formel fettgedruckt), 
sondern an einer anderen Stelle dieses a«-Glucoserestes. 

Aus dem Verhalten von e- und f#-Glucose im Gemisch 
darf nun nicht gefolgert werden, daB -Glucose auch fiir sich 
allein langsamer gire als a-Glucose oder Gleichgewichtsglucose, 
die auch geniigend a-Form enthilt. Dies zeigt der folgende 
Vergleich, fiir den wir 10g frische Léwenbriuhefe auf je 10 ccm 
der 10°/, igen Lésungen bei ununterbrochenem Schiitteln zur 
Hinwirkung brachten. Das Auflésen der beiden festen Formen 
und das Aufschlimmen in allen drei Fallen beanspruchte je 
30—50 Sekunden. Die #-Glucose war nach R. Behrend?) dar- 
gestellt und von dem anhaftenden Pyridin durch 1stiindiges 
vorsichtiges Erhitzen auf 110° befreit worden. Nach dieser 
Behandlung wurde das spezifische Drehungsvermégen 4 Min. 
nach dem Auflésen zu 20,9° gefunden und [a], = 19,8° er- 
mittelt. 


Temperatur = 31°; CO, aus 1 g Hexose, bei 22° und 717 mm ge- 
messen, 291 ccm. 












































Minuten 2 4 6 8} 10] 12] 14 Halbe Girung 
a-Form 12 | 33 64 97 | 132 | 160 | 186 ccm 11 Min. 
Gleichgew.} 14] 36 | 67 | 113 | 145 | 180 | 202 ccm 10 Min. 
6-Form 14 | 31 | 62 97 | 131 | 169 | 188 cem | 10°/, Min. 


Alle drei Glucosen giren also gleich schnell, ohne dab 
bei einer Vergirung von 50°/, in 11 Min. eine Isomerisation 
in ausschlaggebendem MaBe méglich wire. Diese geht nim- 
lich 10mal langsamer vonstatten, z. B. wurden in unserem 
Versuch in 6 Min. 20°/, Zucker vergoren, waihrend die Um- 
lagerung unter den namlichen Bedingungen in dieser Zeit kaum 
2°/, erfaBt; 20°/, a-Form finden wir aus reiner §-Glucose erst 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 42 und zwar S. 58 (1922). 
*) Liebigs Ann. der Chem, Bd. 353, S. 106f. (1907). 
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jn 62 Min. gebildet. Auch das schwachsauere Milieu bei der 
Girung wirkt darauf nicht beschleunigend. Die Kinstellung 
des Gleichgewichtes wird niimlich durch Hydroxylionen 40000- 
mal stirker beschleunigt als durch Wasserstoffionen, so daB bei 
schwachsaurer Reaktion (p,, = ca. 3,6) die Geschwindigkeit der 
Mutarotation ein Minimum erreicht.") 





1) C.S. Hudson, Catalysis by acids and bases of the mutarotation 
of glucose, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 29, §. 1571 (1907); H. v. Euler u. 
A. Hedelius, Biochem. Zs. Bd. 107, 8S. 150 (1920). 
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Uber auswahlende Garung von Zuckergemischen. 
Von 


Richard Willstiitter und Harry Sobotka. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, August 192 .) 








Theoretisches tiber auswahlende Garung. 


Aus den Arbeiten von A. Slator*) itiber die Girung von 
Zuckergemischen geht hervor, daB nur ein Teil des Girungs- 
mechanismus fiir die einzelnen Zuckerarten spezifisch ist.” 
Wahrend bei den verschiedenen Zymohexosen bereits Identitit 
der Zerfallsprodukte mit 3 Kohlenstoffatomen zu erwarten ist, 
was z. B, fir Galaktose von M. Tomita’) bestitigt wurde, gibt 
es in den ersten Stadien der Garung Fille ausgeprigter Spe- 
zifitat. Diese kann in der Geschwindigkeit der Girung einzelner 
Zucker nicht immer zum Ausdruck gelangen, weil eine spitere, 
mehreren Zuckern gemeinsame Teilreaktion als langsamste die 
Rolle eines ,limitierenden Faktors“ ausiibt und fiir die ver- 
schiedenen Substrate gleiche Umsatzgeschwindigkeit bewirkt. 
Vergirt man dagegen ein Gemisch zweier Zymohexosen, s0 
tritt, und zwar selbst bei den isomeren d-Glucosen, der Fall 





1) Studies in fermentation, J]. Chem. Soc. Bd. 89, S. 128 (1906); . 
Bd. 93, S. 217 (1908). 

*) Zit. n. A. Harden, ,,Alcoholic fermentation“, 2. Aufl., S. 134, 
London 1914. 

*) Uber die Umsetzung der Galaktose nach der zweiten Vergirungs- 
form, Biochem. Zs. Bd, 121, S. 164 (1921). 
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ein, daB ein Zucker gegeniiber dem anderen bevorzugt wird, 
daB also eine auswaihlende Girung erfolgt. 

Aus der Analyse des Restzuckers bei unterbrochener 
Girung eines Zuckergemisches laiBt sich der Quotient 


Vergorener Bruchteil des vorgezogenen Zuckers 
Vergorener Bruchteil des zuriickgesetzten Zuckers 





berechnen. Die Girgeschwindigkeit ist bekanntlich nur von 
der Hefekonzentration, nicht aber von der Zuckerkonzentration 
abhingig. Wenn nun bei der Garung eines Gemisches der in 
der Zeiteinheit vergorene Betrag in konstantem Verhiltnis, also 
auch unabhingig von den Partialkonzentrationen auf die 
beiden Komponenten entfiele, so bliebe dieser Quotient bis zum 
Verschwinden der schneller girenden Form konstant. Dieser 
Zustand wiirde in der Figur durch 2 Gerade zur Anschauung 


; 


10 = 





| 503 Fruktose 











30 + 





\ 50 % 
»4 | Glukese 
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kommen, die in dem Punkt 0 entspriingen und deren untere, 
abwirts gerichtete, zwischen den beiden eingezeichneten Ge- 
raden verliefe, welche die Grenzfalle 1:1 und o:;1 darstellen 
(z. B. Gerade 3:1 der Figur). Eine solche Annahme ist in- 


dessen wenig wahrscheinlich. 

Es seien zum Vergleich in einen Behilter 2 Arten von Kugeln ein- 
gefillt, 60 schwerere und 60 leichtere, die durch Schiitteln stindig ver- 
mischt werden. Aus einer Offnung sollen 6 Kugeln/Sek. herausfallen 
und die Verteilung auf die beiden Arten stehe in linearer Abhingig- 
keit von den Partialkonzentrationen. Die Wabhrscheinlichkeit fiir das 
Herausfallen einer schwereren Kugel betrage */,; es werden also zuniichst 
immer 4 schwere und 2 leichte ausgeworfen. Hierdurch verschieben 
sich die Anteile in dem Behilter zuungunsten der schwereren Kugeln, 
so da8B nach 10 Sekunden nur noch 20 schwere neben 40 leichten Kugeln 
vorhanden sind. Infolgedessen vermindert sich die Wahrscheinlichkeit 
herauszufallen fiir die schwereren Kugeln; es werden jetzt gleich viele 
Kugeln, 3 und 3, von jeder Sorte herausfallen. Dadurch verschlechtert 
sich das Verhiltnis weiter zuungunsten der schwereren Kugeln usw. 


Fiir die auswihlende Girung ergeben sich bei Anwendung 
der Infinitesimalrechnung folgende Ausdriicke: 


A. x = y + % 
Gesamtkon- Konz. d. schnell- Konz. d. langsam- 
zentration girenden Form girenden Form 
B (- A + (- at) =— based (konstante Girgeschwindigkeit) 
; dt dt dt = 
C. ge ie ky:x, wobei & das Verhiiltnis der beiden Gir- 


fa” 
geschwindigkeiten zueinander bedeutet. Aus Gleichung C. folgt 





D. <Y =k- eo ; hieraus durch Integration: 
E, k-Inx =Iny+C; die unbekannte Integrationskonstante C elimi- 
niert man: 


E’. k(nx, —Inx)=Iny, —Iny. Die aus 





F. k= = = we oe berechneten Werte fiir i bedeuten das Verhiiltnis 
“9 = x 


der Umsatzgeschwindigkeiten. 


,k* zeigte bei dem in der vorhergehenden Abhandlung untersuchten 
Gemisch keine Konstanz. Es wurde deshalb auch die Annahme rech- 
nerisch gepriift, daB die auswihlende Reaktion nicht monomolekular, 
sondern bi- oder trimolekular in bezug auf das Substrat erfolgt. Auch 
die auf diesen Grundlagen berechneten Werte fiir ,,k“ zeigten in dem 
Falle der beiden Glucosen raschen Abfall im Verlauf der Garung. 
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In der Figur sind die Schaulinien fir 4 = ©, & = 3 und 
k=1 ausgezogen. Im ersten Falle wiirde zuerst die eine 
Form linear verschwinden und erst dann beginne die lineare 
Girung der anderen Form. Im letzten Falle verteilt sich der 
verschwindende Zucker in gleicher Menge auf beide. Fiir die 
dazwischen liegenden Fille gehért zu jedem & eine Kurve, 
von denen die fiir k=3 eingezeichnet ist. Das Diagramm 
verindert sich nicht prinzipiell, wenn die Anfangskonzentrationen 
der beiden Hexosen voneinander verschieden sind. 


Auswahlende Garung von Invertzucker. 


Die in der vorhergehenden Abhandlung zum erstenmal 
fiir Gleichgewichtsglucose beschriebene Erscheinung der aus- 
wihlenden Girung ist fiir den Fall von Invertzucker schon 
A, P. Dubrunfaut?) bekannt gewesen. Die Glucose wird vor- 
gezogen, was viel spiter W. L. Hiepe?) fiir die verschiedensten 
Hefen bestitigte. Nur Saccharomyces exiguus und eine von 
U.Gayon und E. Dubourg’) beschriebene Weinhefe zeigten 
ein umgekehrtes Verhalten. Auch andere Mikroorganismen 
ziehen vielen Angaben zufolge Glucose vor. 

Hingegen wird die Girung der einzelnen Zucker d-Glucose 
und d-Fructose meist als gleich schnell beschrieben, was wir 
sowohl bei unter- wie obergiriger Hefe oft und genau be- 
stitigt fanden. 

Bei den isomeren d-Glucosen war die Beobachtung der 
auswihlenden Giirung nur bei besonders beschleunigter Aus- 
fihrung des Prozesses méglich, denn infolge der raschen Ein- 
stellung des Gleichgewichts zwischen beiden Zuckern kénnen 
bei langsamer Garung nur die mit 1:1 bezeichneten Kurven 
zur Beobachtung gelangen. Die bei einer Schnellgirung zum 
Vorschein kommende Abweichung klingt bereits im Verlauf 
von 1—8 Stunden nach der Unterbrechung ab. 

Die auswihlende Vergirung des Invertzuckers, auf welche 





1) ©. R. Bd. 25, S. 807 (1847). 
*) Jl. Fed. Inst. Brew. Bd. 1, S. 288 (1895); Chem. Zbl. 1897, I, S. 1241. 
3) ©. R. Bd. 110. S. 865 (1890). 
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die theoretisch abgeleitete Formel angewandt werden soll, ist 
fiir die quantitative Verfolgung geeigneter. Die oben erwihnten 
Schwierigkeiten fallen hier fort, es besteht kein Unterschied 
zwischen den Restlésungen rascher und langsamer Girung. 
Von dem Versuchsmaterial sollen in der Tabelle nur die Er- 
gebnisse angefiihrt werden; sie wurden durch Kombination 
der polarimetrischen und reduktometrischen Bestimmungen 
gewonnen. ') 


Tabelle. 


Unterbrochene Giirung von Invertzucker, bzw. Saccharose.’) 




















Restlich. | Vergoren. 
o 
i | | g Hefe | CO, [elp Zucker °/, oe 
a = {(Tr-Geh.)| °/, |(°/o Fructose)| Glucose | Glucose 
Fructose | Fructose 
— 51,8° 104 | 388 
1 ? ? ] 1 8 Qs 
| 0.5 we (73,1) 28,2 21,0 aati 
lg (209/ u. 1,6 Sacch. 
0 
— 62,0° 4,9 45,1 
4 | 1,49 |(2,44 
" (80,3) 19,7 30,3 | 149 |@,44) 
— 26,6° 34,7 15,3 
3 . 2,59 | 2,90 
; oe 16,61 (55,6) 44,1 so peer? 
(20°/,) — 28,4° 33,0 17,0 , 
4 25 (56,8) o gg | 281 | 3,08 
1 — 53,7° 10,0 40,0 . 
1,91 | 2,9 
os ened res - (74,5) 29,1 ae er 
Mittel a. 4 Vers. 2,94 
6 — 34,5° 19,1 30,9 
8 4 : / : 1,54 | 1,89 
6) 281 (35,99/,) | 4° (61,0) 29,9 20,1 | °° 8 


























1) Vgl. R. Willstitter u. G.Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 118, 
S. 168 und zwar 187 und 188 (1922). 

*) Die Inversion eilt der Girung so schnell voraus, da8 durch An- 
wendung der Biose kein Unterschied bewirkt wird. 

8) Fructosegewéhnung. In Versuch Nr.6 wurde eine auf Fruc- 
tose geziichtete Hefe verwendet. Frische Léwenbriuhefe — wie in den 
iibrigen Versuchen — wurde innerhalb 4 Tagen im 10 fachen Volumen 
von sterilisiertem Hefenwasser 3mal mit je 80°/) ihres Gewichts (im 
ganzen mit mehr als dem 10 fachen ihres Trockengewichts) an Fructose 
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Die Tabelle weist fiir die oben eingefiihrte Konstante ’ 
cute Ubereinstimmung auf; diese wird auch in der Figur an- 
schaulich, in der die beobachteten Werte auf die Kurve fir 
h = 3 fallen. 

Wenn wir diese Erscheinung der auswihlenden Girung 
gu erklaren suchen, so ist zu beriicksichtigen, daB Glucose, 
Fructose und ihr Gemisch mit gleichen Geschwindigkeiten 
giren. Da nun aus den Versuchen hervorgeht, daB die Hefe 
das Gemisch von Glucose und Fructose doch auswihlend ver- 
girt, so ist es wahrscheinlich, da8 im Verlaufe der Garung 
eine Teilreaktion langsam genug erfolgt, um auch von Fructose 
allein erreicht zu werden. Der Vorgang, der die GréBe von k 
bedingt, wird also wohl jener Reaktion vorausgehen, deren 
Geschwindigkeit gleichbedeutend mit der zu beobachtenden 
Girungsgeschwindigkeit ist. 

Analoge Betrachtungen gelten fiir die auswihlende Girung 
der beiden d-Glucosen. 


versetzt. Mit der durch Abzentrifugieren wiedergewonnenen Hefe fanden 
wir den Geschwindigkeitsquotienten ,,k“ sichtlich zugunsten der Fruc- 
tosegiirung verschoben. 

















Uber auswahlende Garung mit galaktosegewéhnten Hefen, 


Von 
Richard Willstitter und Harry Sobotka. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1922.) 


In der Literatur’) finden sich zahlreiche Angaben, dai 
die meisten Hefen, die unvermégend sind, Galaktose zu ver- 
giren, durch Ziichtung in Loésungen dieses Substrates die 
Fahigkeit der Galaktosevergirung erlangen. Das Verhiltnis der 
Garfaihigkeit fiir Galaktose zu jener fiir Glucose kann durch 
den Quotienten aus den Halbgirzeiten?) oder durch das rezi- 
proke Verhiltnis der entwickelten CO,-Mengen im Zeitpunkte 
halber Girung von Glucose ausgedriickt werden. Diese Ver- 
haltnisse erreichen im Verlaufe der Gewéhnung den Wert 1:1 
und kénnen ihn bei manchen Hefen zugunsten der Galaktose 
iiberschreiten. A. Slator erreichte ein Verhiltnis von 155: 100 
fiir die Anfangsgirgeschwindigkeit, d.i. etwa 65:100 fiir das 
Verhiltnis der Halbgirzeiten, A. Harden und R. V. Norris 
ein solches von 84:100. In unseren Versuchen sank die 
Halbgirzeit fiir Galaktose bis auf 75/100 des Wertes fir 





1) E. F. Armstrong, Proc. R. Soc. Bd. 76, S. 600 (B) (1905). Chem. 
Zbl. 1905, II, 1807, A. Slator, Journ. Chem. Soe. Bd. 89, S, 128 (1906), 
Bd. 93, 8. 217 (1908). A. Hardenu. R. V. Norris, Proc. R. Soc. Bd. 82, 
S. 645 (B) (1910). H. v. Euler u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 78, S. 246 
(1912). H.v. Euler, J. Laurinu. A. Peterssen, Biochem. Zs. Bd. 114, 
S. 277 (1921). R. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, 
S. 211 u. zw. 233 (1921) u. a. m. 

2) R. Willstitter u. W. Steibelt, a.a.O. u. zw. S. 219. 
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Glucose; freilich war zugleich die absolute Girkraft der Hefe 
zurickgegangen. 

Durch diese ,, Ubergewohnungen“ wird die Annahme Eulers?) 
in Frage gestellt, daB bei der Galaktosegewéhnung eine ,,Galak- 
tase“ entstehe, welche die Galaktose erst in Glucose, Enol- 
elucose oder ein ahnliches eng mit Glukose verwandtes Produkt 
verwandle. Gegen eine solche ,,indirekte‘ Galaktosegirung 
diirfte auch — im Sinne der Hardenschen Phosphattheorie — 
die Untersuchung des von Harden und Norris beschriebenen 
Galaktosephosphorsiureesters sprechen. 

DaB die Vergirungen von Glucose und Galaktose parallele 
Prozesse sind, die erst in einem spateren Stadium der Girung ’) 
zusammenfallen, geht am besten aus Gdrungsversuchen mit 
Zuckergemischen hervor, die wir analog den Versuchen der 
beiden vorhergehenden Abhandlungen angestellt haben. Sie 
ergaben, daB sich das Verhiltnis der Girgeschwindig- 
keiten im Gemisch wesentlich zugunsten schnellerer 
Glucosegirung von dem Geschwindigkeitsverhiltnis der 
Kinzelgirungen unterscheidet. Das Verhiltnis der ver- 
gorenen Zuckermengen unterliegt hier zwei einander entgegen- 
gerichteten Hinfliissen. Einerseits verschiebt sich dieses Ver- 
hiltnis parallel der Anreicherung der langsamer verschwindenden 
Substanz zu deren Gunsten, wenn der Quotient der beiden 
Giargeschwindigkeiten (k) konstant ist.*) Entgegen wirkt anderer- 
seits die Regeneration des Glucosegiirvermégens infolge der 
Gegenwart dieses Zuckers. Dieser Einflu8 konnte nicht genau 
bestimmt werden. Er kann sich aber keinesfalls so schnell 
geltend machen, daB er das Verhiltnis 80:100 in ein Ver- 
hiltnis umkehrt, welches durch k = 1000:100 ausgedriickt wire. 

Der Erscheinung, daB eine an Galaktose gut gewéhnte 
Hefe Galaktose allein schneller als Glucose allein vergirt, in 
einem Gemisch beider Zucker dagegen die Glucose vorzieht, 
geniigt folgendes kinetisches Schema: 





1) H. v. Euler, Chemie der Enzyme. Miinchen u. Wiesbaden 1920, 
2. Aufl. I. Teil, S. 293 f. 
®) Vgl. M. Tomita, Biochem. Zs. Bd. 121, S. 164 (1921). 
3) Siehe d. Abh. ,, Uber auswiihlende Giirung von Zuckergemischen“. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 12 

















178 Richard Willstatter und Harry Sobotka, 








Glucose Galaktose 
| a 
Oy (I) a —_y” 

Z,G > 2, < Z,Ga 
| 
sty 


1. Bei den Einzelgiirungen seien die Reaktionen (I) die kontrol- 
lierenden, die langsamsten Reaktionen. Durch die Anpassung ist die 
Hefe in den Stand gesetzt worden, diese Reaktion mit Galaktose schneller 
als mit Glucose vorzunehmen; infolgedessen raschere Galaktosegiirung. 

2. Im Gemisch befinden sich beibe Substrate in nur halb so grober 
Einzelkonzentration. Dadurch ist die in doppelter Konzentration zu be- 
waltigende Reaktion (III) zur limitierenden geworden, und sie hingt von 
der Konzentration des gemeinsamen Zwischenproduktes Z,, ab. Dieses 
entsteht aus den Zwischenkérpern Z,Gl und Z,Ga mit verschiedener, 
fiir das Glucosederivat gréBerer Geschwindigkeit. Die Glucose wird 
also schneller giiren, wenn auch die mit (I) bezeichneten Vorgiinge im 
Galaktosesystem rascher erfolgen. Dieser Art liBt sich die Um- 
kehrung jenes Verhiltnisses erklaren, wihrend Schema B die Méglich- 
keit, da8 Galaktose schneller als Glucose vergoren wird, und die beiden 
Schemata B und C, welche H. v. Eulers Auffassung wiedergeben, den 
obigen Effekt unerklirt lassen. 





B. Glukose ~< - Galaktose C. Glucose Galaktose 
| | i 

Yo 

Girung Zy 
| 
Y 

Girung 
Experimentelles. 


Fiir unsere Versuche diente Unterhefe aus der Miinchener 
Léwenbrauerei, sowie obergirige Hefe der Sinner A.G. in 
Griinwinkel bei Karlsruhe. Als Gewéhnungslésung diente ein 
Hefendekokt, welches vor und nach dem Galaktosezusatz sterili- 
siert wurde. Die Kulturen standen bei ca. 25°. 


1. Einzelgirungen wurden nach den Bedingungen der 
Halbgirzeitdefinition ausgefiihrt. Die aufeinanderfolgenden 
Stufen einer Gewéhnungsreihe mit Brauereihefe fiihrten zu 
iiberlegenem Galaktosegirungsvermigen, wie aus der Tabelle 1 
hervorgeht. 

Das Verhiltnis der Gargeschwindigkeiten bleibt wihrend 
der Girung nicht gleich, Zu Anfang wichst es zugunsten 
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Tabelle 1. 


Galaktosegew6hnung von Léwenbriuhefe. 











Verhiltnis des 
Halbgirzeit fiir Verhiltnis der | CO,-Vol. bei 
Hefe Galaktose Glucose | Halbgirzeiten Glucose- 
halbgirzeit 
in Minuten Gal. : Glue. Glue. : Gal. 
Léwenbriu oo 150—200 a “= 
Gal. I 650 235 280 : 100 300 : 100 
Gal. II 400 295 135 : 100 140: 100 
Gal. III 600 485 125: 100 120: 100 
Gal. IV 720 860 80: 100 _ 
Gal. V ca. 930 ca. 1230 75: 100 — 











Tabelle 2. 


Unterbrochene Girung von Glucose -Galaktose-Gemisch. 

















Girungsrestlésung Vergoren 
J Glue. 
Hefe | Dauer| CO, Bertr. Glue. pos - I 
best. [ely Gal. at. 
Min. | °/, “lo "lo “lo 
Gal. 1} 185 | 27 | 59,5 | 72,39 | 169] 331 44,47] 6,77 
42.6 7,4 


Gal. III | 305 | 50 | 27,0 | 95,3°)} — _ oe 
Gal. IV | 900 | 89 12,0 | 83,4°%)| — _ oe 
Gal. V | 720 | 46 | 45,6 | 768° | 5,5] 44,5 14,49 | 10,00 


























40,1 9,9 
Sinner | 390 | 30 56,9 73,7° | 13,8] 36,7 15,73 | 9,66 
Gal. gew. 43,6 6,4 


der Glucosegirung infolge der erwihnten Regeneration. Im 
ersten Drittel der Glucosegirung erreicht es sein Maximum 
und fallt dann erst nach dem zweiten Drittel, sobald sie hinter 
dem linearen Verlauf zuriickzubleiben beginnt, allmihlich ab. 





) Fiir héhere Vergiirungsgrade iiberschreiten die [e],-Werte den 
Wert 80,2° fiir reine Galaktose. Man wird hier neben Anreicherung 
dieses Zuckers das Entstehen stiirker rechts drehender, nicht oder weniger 
reduzierender Neben- oder Zwischenprodukte anzunehmen haben. 

12* 
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Die in der Tabelle angefiihrten beiden Ausdriicke geben ein gutes 
Bild des durchschnittlichen Verhiiltnisses der beiden Geschwin- 
digkeiten. 

2. Gemischgirungen. Mit den galaktosegewéhnten 
Hefen der angefiihrten Versuchsreihe und mit einer ober. 
girigen Hefe, die in den EKinzelg’rungen ungefahr das Ver- 
haltnis 300:100 erreichte, sind die in der Tabelle 2 zusammen- 
gestellten Girungen von Glukose-Galaktosegemischen (0,5 ¢ 
Glucose + 0,5 g Galaktose) ausgefiihrt worden. Im Zeitpunkte 
der Halbgirung war die Glucose aufgebraucht. Unterbrach 
man die Girung friiher, so ergaben sich fiir den Geschwindig- 
keitsquotienten & trotz Ubergewéhnung der Hefe Werte ent- 
sprechend 6—10fach iiberwiegendem Glucosegirvermégen. 





Zur Kenntnis des Invertins. 
(Vierte Abhandlung.) 


Von 


Richard Willstitter und Walter Wassermann. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Aug, 1922, 


I. Auswahlende Adsorption aus den Autolysaten. 


Die Bedeutung der Adsorptionsmethoden fir die Isolierung 
des Invertins beruht darauf, daB es diesem Enzym wie an- 
deren an chemischen Reaktionen, abgesehen von der spezi- 
fischen Knzymwirkung, und an schwer léslichen Derivaten fehlt. 
Diese Methodik fiir die Abscheidung der Enzyme hat schon 
eine lange Vorgeschichte, aber ihre Entwicklung war durch einige 
Schwierigkeiten gehemmt. Die Enzymadsorbate waren nicht 
leicht zu zerlegen, was zu der noch heute verbreiteten An- 
schauung gefiihrt hat: ,,Der AdsorptionsprozeB ist mehr oder 
weniger irreversibel und unterscheidet sich dadurch von 
der Adsorption krystalloider Stoffeé [O. Hammarsten und 
S.G. Hedin?)]|. Indessen fiihrt schon die Altere Enzym- 
literatur einige Beispiele an fiir die Adsorption von Enzymen 
durch Niederschlige und darauffolgende Elution. Nach dem 
grundlegenden Versuche von E. Briicke?) wird Pepsin und 
ebenso, wie A. Mayer’) in seiner ,,Lehre von den chemischen 
Fermenten“ anfiihrt, pflanzliche Diastase durch Bildung eines 


') Lehrbuch der physiologischen Chemie, 9. Aufl., 1922, 8. 38. 

*) Sitzungsberichte der mathemat.-naturwiss. Klasse d. K. Akad. d. 
Wissensch. Wien 43. Bd., II. Abt., S.601 und zwar S. 603 (1861). 

*) Heidelberg 1882, S. 11. 
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Niederschlages von Calciumphosphat gefallt und dem Adsorbate 
mit sehr verdiinnter Phosphorsaéure wieder entzogen. So ver. 
halten sich auch die Invertinadsorbate, die wir in vielen Fallen 
mit einfachen chemischen Mitteln zu zerlegen vermigen und 
zwar mit sehr verdiinnten Alkalien. Die Elution beruht auf 
der Uberwindung der kleinen Affinititsbetrige, die in den Ad- 
sorbaten wirken, durch etwas starkere Affinititen.") 

Kin viel erheblicheres Hindernis stellten der Anwendung 
eines Adsorptionsverfahrens die verwickelten und wechselnden 
Assoziationen der Begleitstoffe mit dem Enzym in den Weg, 
durch welche die Adsorption erschwert und das Verhalten des 
Enzyms verschleiert wird. Erst im Laufe seiner Reinigung 
gab sich das Invertin als amphoter zu erkennen und als ge- 
eignet fiir die aufeinanderfolgende Anwendung von Adsorbentien 
elektropositiver und elektronegativer Natur. Dies ist das Wesent- 
liche der in der ersten Abhandlung?) mitgeteilten Methodik. 
Das Verfahren von Willstatter und Racke erfordert zu- 
naichst eine Vorreinigung mit Kaolin in acetonhaltiger Lésung, 
wodurch sich gewisse hartnackig folgende Proteine beseitigen 
lieBen. Darauf folgte die erste Adsorption mit Tonerde in 
ebenfalls (28°/,) Aceton enthaltender Lisung und Elution mit 
0,04°/,igem Ammoniak. Nach dem Fallen der eingeengten Lisung 
durch Aceton enthielt das Invertin nur noch Spuren von Ei- 
weif, aber groBe Mengen von Hefegummi. Hs lieB sich davon 
befreien durch die zweite Adsorption, nimlich mit Kaolin, 
und Elution mit sehr verdiinnter Natriumcarbonatlésung. 

Fiir den Reinheitsgrad der Priparate war die Anwendung 
méglichst geringer Mengen der Absorbentien entscheidend. Es 
war ,eine Erfahrung aus dieser Arbeit, daB eine bestimmte 
Sorte Aluminiumhydroxyd unter verschiedenen Bedingungen 
z. B. in waBriger oder acetonig — waBriger Lésung ungefahr 
gleiche Stoffmengen, aber verschiedene Mengen Enzym adsor- 
biert. Daher wird das Invertin, je weniger Aluminiumhydroxyd 
man braucht, um eine gegebene Menge desselben zu adsorbieren, 





1) Erste Abh., 8.59. 
*) Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21). 
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in desto reinerem Zustand dadurch erhalten. Die zur Adsorption 
des Invertins erforderliche Menge von Aluminiumhydroxyd ist 
ein gewisses MaB seiner Selektivitat. Wenn z. B. fiir eine mit 
40 Volumprozent Aceton vermischte Invertinlésung dreimal 
weniger Aluminiumhydroxyd zur quantitativen Adsorption des 
Enzyms notig war, wie in der waBrigen Lésung, so war auch 
das adsorbierte Trockengewicht fiir die gegebene Invertinmenge 
im ersten Falle ungefaihr dreimal geringer“. Die Wirkung des 
Acetons beruht vielleicht darauf, daB eine amphotere Verbin- 
dung in acetonhaltiger Lésung stirker sauer reagiert, wie es 
fir wiBrig-alkoholische Lésungen vor kurzem gezeigt wurde.?) 

In der Absicht, das Adsorptionsvermégen der Tonerde fiir 
Knzyme zu steigern, haben Willstatter und H. Kraut eine 
(noch nicht verdéffentlichte) Arbeit in Angriff genommen, die 
sich auf Hydrate des Aluminiumoxyds von verschiedener Dar- 
stellung, Zusammensetzung und chemischer Reaktionsfaihigkeit 
bezieht. In dieser Untersuchung wurde erkannt, da8 die Ton- 
erde das Invertin bei groBer Verdiinnung seiner Liésung viel 
mehr auswihlend adsorbiert, daB ihr Adsorptionsvermégen 
fiir Invertin ein vielfach gréBeres wird. Die Kinfliisse der Be- 
gleitstoffe, die der Adsorption entgegenwirken, erscheinen bei 
starker Verdiinnung mit Wasser und noch mehr bei Gegen- 
wart von Siéure abgeschwicht, gewiB infolge hydrolytischen 
Zerfalls gebildeter Additionsprodukte. 

Nach der Adsorptionsformel von H. Freundlich und nach 
vielen Erfahrungen war zu erwarten, daB eine gegebene Menge 
Adsorbens aus einer schwachen Lésung verhiltnismaBig mehr 
Substanz aufnimmt als aus einer konzentrierteren. Allein es 
l8Bt sich nicht vorhersehen, daB die absolute Menge adsor- 
bierten Enzyms mit dem Verdiinnen der Liésung steigt und 
daB sich die Adsorption in héherem MaBe fiir Invertin beim 
Verdiinnen des Hefeautolysates selektiv gestaltet als fiir irgend- 
ein Protein, eine Nucleinsubstanz oder ein anderes Protoplasma- 
zerfallsprodukt. In der Tat beruht die Beobachtung von 
Willstatter und Kraut, die unserer Untersuchung zugrunde 





) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. B. 54, S. 2988 (1921). 
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liegt, auf der Anwendung von Invertinlésungen, die ganz be- 
sonderen Bedingungen geniigen. Wiirde man einfach einen 
Hefeauszug, dargestellt nach einem der iiblichen Autolysever- 
fahren, unter starker Verdiinnung mit viel Tonerde oder Kaolin 
behandeln, so wire das Adsorbens nicht imstande, daraus 
Invertin auswaihlend zu adsorbieren. 

Das Adsorptionsvermégen der Tonerde oder eines anderen 
Adsorptionsmittels wurde in der ersten Abhandlung (S. 66) 
durch den ,,Adsorptionswert“ ausgedriickt. Dieses MaB gibt 
die Rohrzuckermenge an, die von 1g unter  bestimmten 
Bedingungen mit Invertin gesattigtem Adsorbens unter den 
Verhaltnissen der Zeitwertdefinition in einer Minute zur Null- 
drehung invertiert wird. Danach kommt dem mit Invertin 
beladenen Aluminiumhydroxyd der Adsorptionswert 1 zu, wenn 
1 g desselben unter den Bedingungen der Zeitwertbestimmung 
1 g Rohrzucker in einer Minute zu 75,75°/, invertiert. Das 
Adsorbens (1 g) hat dann Invertin entsprechend dem M. Z.Q. 
0,25 aufgenommen. Es ist zweckmaBiger, die EKinheit des 
Adsorptionswertes auf die Inversion von 4 g Rohrzucker zur 
Nulldrehung zu beziehen, sie nimlich so zu wahlen, daB das 
Adsorbens mit Invertin') vom M. Z.Q. 1 gesiittigt ist. Der Ad- 
sorptionswert gibt also die Invertinmenge in M.Z.Q. an, die 
von 1 g Adsorbens unter bestimmten Bedingungen aufgenommen 
wird. Ferner ist es vorzuziehen, daB die Angaben fiir Tonerde 
auf Al,O,, nicht auf Al(OH), bezogen werden. Der Altere 


Adsorptionswert wird in den abgeanderten, der im folgen- 


den als MaB dient, mittels des Faktors ee = 0,38 um- 


gerechnet. 

Das Reziproke des Adsorptionswertes gibt die Menge Ad- 
sorbens an, die unter bestimmten Bedingungen erforderlich 
ist, um Invertin vom M.Z.Q. 1 zu adsorbieren. 

Wir eine gegebene Sorte von Tonerde ist der Adsorptions- 
wert in erster Linie von der Zusammensetzung der Enzym- 





1) Dieses MaB der Invertinmenge, I. Abh., S. 8, ist der Quotient des 
in Form von Hefe, Autolysat oder Priparat dosierten Materials und 
seiner durch den Zeitwert gemessenen Wirkung. 
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lésung abhangig, ferner von den Enzymkonzentrationen vor der 
Adsorption und nach Ei stellung des Gleichgewichtes. Wir 
erginzen daher den Adsorptionswert (A. W.) mit der Angabe 
des Volumens der Invertinlésung in ccm, das den M.Z.Q. 1 
enthilt, und des Bruchteils der Enzymadsorption. Beispiels- 
weise fanden wir mit einem durch Kaolin (ohne Aceton) vor- 
behandelten Autolysat: 

A. W. (400; 17°/,) = 0,166 (n. d. fritiheren MaBe 0,435). 

A. W. (8000; 96°/,) = 0,94 (n.d. friiheren MaBe 2,46). 


Adsorption durch Tonerde. 


Die angewandten Invertinlésungen waren durch 6tigige 
Autolyse aus Brauereihefe mit der doppelten Menge Wasser 
unter Zusatz von Toluol gewonnen; sie enthielten gewéhnlich 
M.Z.Q. 1 in 300—400 ccm. In den Asorptionsversuchen mit 
den frisch dargestellten, mit Kaolin ohne Aceton vorbehandelten 
Liésungen ergaben sich fiir Aluminiumhydroxyd Adsorptions- 
werte von etwa 0,06—0,16 bei einem Adsorptionsgrade von 
10—20°/, des Invertins. Dieselben Tonerdemengen adsor- 
bierten bei 10 facher Verdiinnung 50—70, bei 20—50facher 
80—95°/, des Enzyms, die Adsorptionswerte stiegen dement- 
sprechend auf 0,5—0,9. 

Das nimliche Autolysat ohne Reinigung mit Kaolin hatte 
gar keinen HinfluB der Verdiinnung erkennen lassen. Die Ad- 
sorptionswerte 0,93 und 0,95 fiir die Verdiinnungen 300 und 
6000 waren dabei iiberraschend hoch. Es zeigt sich hier, 
daB eben die Nebenprodukte (Proteine), welche vom Kaolin am 
leichtesten entfernt werden, die Aufnahme des Invertins durch 
die Tonerde als Koadsorbentien in hohem MaBe befoérdern. 

Bei den frischen Autolysaten hatte auch die Reinigung 
mit Kaolin in 28°/, Aceton enthaltender Liésung nur einen 
unvollkommenen Erfolg. Der A. W. (Verdiinnung 300) stieg 
zwar auf 1,1 an (bei 13°/, Adsorption), aber es war hier 20- 
fache Verdiinnung mit Wasser nétig, um ihn zu erhéhen und 
dann nur auf 1,6 (bei 19,4°/, Adsorption). 

Die auswihlende Adsorption wurde erst deutlich nach 
Altern der Autolysate. Die dabei erfolgenden Abbauvorginge, 
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die in der dritten Abhandlung eingehender behandelt wurden, 
greifen die mit dem Invertin vergesellschafteten Inhaltsstoffe 
der Hefe an und verindern dadurch das Verhalten des Enzyms 
selbst gegeniiber den Adsorbentien. 

Nach 6 Wochen langem Stehen war das Enzym deutlich 
leichter adsorbierbar, besonders aus verdiinnten Lésungen, 
Schon bei 10facher Verdiinnung der mit Kaolin ohne Aceton 
vorbehandelten Invertinlésung erhob sich der Adsorptionswert 
von 0,2 (17°/, Adsorption) auf 1,2 (97°/, Adsorption). Noch 
erfolgreicher war die Verarbeitung der gealterten Autolysate, 
als sie nach den Angaben von Willstatter und Racke aus 
wiBrig-acetoniger Lésung mit Kaolin enteiweiBt wurden. 
Fiir die so vorbehandelten unverdiinnten Lésungen (M. Z.Q. 1 
in ca. 600 ccm) betrug der Adsorptionswert der Tonerde etwa 1 
(20°/, Adsorption), bei 10facher Verdiinnung stieg er auf 4,3 
(fast 80°/, Adsorption). 

Die giinstigste Dauer des Alterns betrug in unseren Ver- 
suchen 6—8 Wochen. Bei laingerem Reifen der Autolysate 
begannen die Adsorptionswerte wieder zu sinken (Vers. 22—25 
der Tabelle I). 

Fiir die Tonerdeadsorption ist die sehr schwach sauere 
Reaktion, die das Autolysat nach der Verdiinnung besitzt, die 
geeignetste (Nr. 25—27). Si&uert man die Invertinlésung mit 
Kssigséure an (Titrationsacid. n/20), so sinkt der Adsorptions- 
wert auf 0,5, noch viel tiefer, wenn man mit Ammoniak genau 
lackmusneutrale Reaktion einstellt. 

Wird wie bei Willstatter und Racke die Adsorption 
aus acetonhaltiger Lésung vorgenommen, so erhéht sich bei 
der groBen Verdiinnung der beobachtete Adsorptionswert noch 
etwas mehr, aber auf diese nicht bedeutende letzte Steigerung 
muBte verzichtet werden, da zu groBe Mengen Aceton dafiir 
notig waren. 

Die Adsorption unter den angegebenen Bedingungen ist 
in solchem Mafe selektiv, daB sie nur etwa '/,,—1/,, der Ton- 
erdemenge wie in den entsprechenden Versuchen von Will- 
stitter und Racke mit konzentrierteren acetonfreien Invertin- 
lésungen erfordert. Daher besitzt das aus einem solchen Ad- 
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sorbat eluierte Invertin ohne weiteres etwa denselben Rein- 
heitsgrad (Zeitwert < 1) wie die in der I. Abhandlung durch 
wiederholte Adsorptionsprozesse und Fiallung gereinigten Pri- 
parate und ist gleich diesen vollkommen frei von Hefegummi. 
Diesem Reinheitsgrad stehen Invertinzeitwerte von etwa 28 gegen- 
iiber, die Willstitter und Racke fiir die durch die Tonerde 
adsorbierte Substanz ermittelt haben (a. a. O. S. 68), als die 
Adsorption aus waBriger (acetonfreier) Lésung vorgenommen 
wurde, und zwar ebenfalls aus den mit Kaolin gereinigten 
Autolysaten. 

Die Tonerdeadsorbate stehen mit den Autolysaten im 
Gleichgewicht, die viel eluierend wirkende Stoffe (Koeluentien) 
enthalten. Daher erhéht sich der Adsorptionswert (Vers. 28 
d. Tab.) sehr wesentlich, wenn das Adsorbat mit fast reinem 
Wasser im Gleichgewicht steht. Wir verwendeten fiir diesen 
Versuch ein nach der Kaolinmethode gereinigtes Invertin- 
priparat vom Zeitwert 0,6 und fanden bei der Verdiinnung 
M.Z.Q. 1 in 1400 ccm bei fast vollstandiger Adsorption den 
A. W. 19,5*) der Tonerde. 

Die in der Tabelle I zusammengestellten Versuche zeigen 
Unterschiede im Adsorptionsvermégen desselben Aluminium- 
hydroxyds mit demselben Autolysate im Verhiltnis von 1:90. 
Sie lehren, daB die selektive Wirkung der Tonerde und die 
praktisch giinstigste Steigerung ihres Adsorptionsvermégens 
bedingt wird durch Altern der Autolysate, Vorbehandlung mit 
Kaolin in acetonhaltiger Lésung und etwa 20fache Verdiinnung. 


Adsorption durch Kaolin. 


In der ersten Arbeit dieser Reihe war gefunden worden 
(S. 85 u. 99), daB das aus dem Tonerdeadsorbat eluierte In- 
vertin, und zwar erst dieses, durch Kaolin adsorbierbar ist. 
»Durch die Behandlung mit Aluminiumhydroxyd ist das Enzym 
von den Koadsorbentien, Begleitstoffen iiberwiegend sauerer 
Natur, abgetrennt worden, mit denen es zuvor assoziiert war. 
Ks zeigt in diesem Reinheitsgrad das Verhalten eines ampho- 





1) Dieser Adsorptionswert, der bei Gegenwart von Natriumchlorid 
ermittelt wurde, lieB sich noch weit iibertreffen. 
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Tabelle I. Auswihlende Adsorption mit Tonerde (Sorte A). 

ree enn a = -—-- ——_ 
fs Sis 

N 

Nr — Vorbehandlung : S 4 BA 4 $ 
‘| des Autolysates wl qgN s | & 
oe i wR he 

Z 7 |< 

ay > < 

& "lo 
1 8 Tage keine 0,179 | 0,082 300 42.7] 0,93 
2 8 . 0,179 | 0,082 6000 | 43.8] 095 
3 8 Kaolin ohne Aceton]| 0,121 | 0,186 400 9 | 0,059 
4 8 , - 0,121 | 0,1395 400 19 0.16 
5 8 0,024 | 0,0279 4000 |46 | 049 
6 8 ., | 0,121 | 0,186 8000 483 | 034 
7 _ , [0,121 | 0,1395 20000 493 | 0. 
8 . 4 0,024 | 0,0279 8000 99 | 03; 
9 12 ., | 0,058 | 0,060 400 J17 | 0.18 
10 . 0,058 | 0,060 4000 76 0,73 
11 12 - ee ‘ 0,058 | 0,060 8000 96 0,93 
12 Mm « Kaolin mit Aceton]| 0,170 | 0,0205 300 13 11 
13 14 0,170 | 0,0205 3000 ]11,8] 0.98 
14 i [0,170 | 0,0205 6000 | 19,4] 13 
15 6 Wochen Kaolin ohne Aceton| 0,169 | 0,1395 300 417,2] 0.21 
16 6 “. - 0,169 | 0,1395 3000 97 1,2 
17 6 - - - a 0,169 | 0,1395 6000 98,8] 1, 
18 6 . Kaolin mit Aceton | 0,113 | 0,0205 600 | 20,3] 11 
19 6 - 0,113 | 0,0205 4500 V7.9] 4.3 
20 —_ 0,113 | 0,0205 9000 |84 | 4.6 
21 6 < , |0,136 | 0,0205 3500 |80 | 53 
(28°, Aceton) 
221 3 Wochen b. 15° 0,0927| 0,0196 11000 30,8] 1,0 
235 1 W. 15°, 2 W. 30° si 0,0843] 0,0196 12000 74,9) 3,2 
24] 1 W, 15°, 4 W. 30° 0,0753] 0,0098 13000 36,5] 2, 
25] 1 W. 15°, 7 W. 30° . 10,074 | 0,0098 13000 |33,8] 2. 
26] 1 W. 15°, 7 W. 30° 0,074 | 0,0098 13000 7 0,53 
(n/20-Essigs.) 
S741 W..15°, 7 W. 30° 0,074 | 0,0098 13000 3 0,23 
(neutral) 
28 | Invertinv. Z. W. 0,60 _ 0,386 | 0,0186 1400 | 94,5} 19,5 
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teren Stoffes und wird nun sowohl von elektronegativen wie 
elektropositiven Adsorbentien aufgenommen.“ Es gelang nun, 
analog den Beobachtungen mit Tonerde, an gealterten, sehr 
verdinnten Lésungen, das Invertin auch unmittelbar aus den 
Autolysaten, und sogar ohne irgendeine Vorreinigung der- 
selben, wie sie fiir die Tonerdeadsorption nétig ist, durch Kaolin 
selektiv zu adsorbieren, so da sich darauf die einfachste Methode 
griinden laBt, Invertin von hohem Reinheitsgrade, frei von 
Hefegummi, zu isolieren. Es ist ndétig, dafiir die Autolysate 
gealtert, sehr verdiinnt und angesiuert zu verwenden. 

Der wichtigste Umstand, auf den es dabei ankommt, ist 
die Aciditiit der Invertinlésung. Ihr EinfluB war schon von 
Willstitter und Racke erkannt worden. Sie fanden die 
Adsorption durch Kaolin sehr gesteigert ,,in schwach essig- 
saurer Lisung z. B. in 0,04-normaler, fiir die nur etwa 1/, der 
Kaolinmenge wie fiir entsprechende neutrale Lésungen erforder- 
lich ist“. Der Einflu8 der Aciditit ist in unseren Versuchen 
noch gréBer, da wir mit den viel amphotere Stoffe enthalten- 
den rohen Invertinlésungen arbeiten und da wir Kaolin von 
neutraler Reaktion auf Lackmus anwenden. Das Kaolin von 
Willstatter und Racke war durch Erhitzen mit Salzsaure 
und Auswaschen mit Wasser in seinem Adsorptionsvermégen 
sesteigert worden. So behandelt, reagiert es sauer, es ist 
noch mit Salzsiure beladen und besitzt erhéhtes Adsorptions- 
vermégen fiir Invertin. Fiir unsere Untersuchung diente 
elektroosmotisch gereinigtes Kaolin, das uns Herr Direktor 
Dr. Erwin Mayer der Elektro-Osmose A.-G. in Wien freund- 
lichst zur Verfiigung stellte. Wenn dieses Kaolin auf Invertin 
von héherem Reinheitsgrad in wiBriger Lésung einwirkt, so 
ist sein Adsorptionsvermégen gering, in essigsaurer Lésung 
bedeutend. Wir behandelten z. B. ein Invertinpraparat vom 
Zeitwert 0,6 und zwar 500 ccm, enthaltend M.Z.Q.0,39, mit 
1,25 g¢ Kaolin. Die Adsorption betrug 5,5°/, vom Invertin, 
entsprechend einem Adsorptionswert von 0,02. In einem anderen 
Versuche mit Invertin vom Zeitwert 0,75 lieBen wir 20 g Kaolin 
auf 2 Liter, enthaltend M.Z.Q. 2,7, einwirken. Die Adsorption 


betrug 19°/,, entsprechend einem Adsorptionswert von 0,026, 
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wahrend der A. W. fiir eine ahnliche 0,05-n. essigsaure Invertin- 
lésung 0,15 betrug. 

Die Autolysate sind an sich unzureichend sauer. Die Ver- 
suche 1—4 der Tabelle II lassen bei der gegebenen Aciditiit 
der Autolysate, seien sie unverdiinnt oder verdiinnt, frisch oder 
gealtert oder auch mit Kaolin vorbehandelt, keine Adsorption 
des Enzyms durch Kaolin erkennen. 

Die geeignete Aciditaét ist die einer n/20-Essigsiure; sic 
wird in der erforderlichen Zeitdauer vom Invertin vertragen. 
In einigen Versuchen (Nr. 6 u. 7 der Tab. IT) zeigte sich auch 
bei optimaler Aciditét kein EKinflu8 der Verdiinnung an einem 
frischen (z.B. 14 Tage alten) Autolysat. Bei gealterten 
Hefeausziigen macht aber ahnlich wie bei der Tonerdeadsorption 
die Verdiinnung ihren Einflu8 geltend und zwar so, daB es 
unnétig ist, die Autolysate zuvor in neutraler waBriger oder 
acetonhaltiger Liésung mit Kaolin zu reinigen, zumal durch 
diese Behandlung die KiweiBkérper doch nur sehr unvollkommen 
entfernt werden. 

Die Menge Kaolin, mit der das Invertin quantitativ adsor- 
biert wird, ist nur ein Bruchteil der von L. Michaelis!) fiir 
die Entfernung von EHiweiB aus den Invertinlésungen empfohlenen 
(15—20 g fir 100 ccm invertinarmer Autolysate). 

Der Adsorptionswert des Kaolins betrug bei giinstiger 
Aciditat fir frisch dargestelltes (z. B. 14 Tage altes) Autolysat 
0,007 und stieg fiir die 6—8 Wochen alten auf 0,06—0,09 
an, ohne bei noch Alteren Autolysaten merklich zu differieren. 
Mit der Verminderung der Kaolinmenge geht die Verbesserung 
des Reinheitsgrades des adsorbierten Invertins Hand in Hand. 


KinfluB der Verdiinnung 
auf die Fallbarkeit durch Bleiacetat. 
In der III. Abhandlung iiber Invertin ist eine Methode 
der Isolierung mittels der Bieiacetatfaillung mitgeteilt worden. 
Es sind Begleitstoffe des Enzyms in den Hefeausziigen, die 





1) Biochem. Zs. Bd.7,8.488(1907/08); L.Michaelis u.M.Ehrenreich, 
Biochem. Zs. Bd.10, $.283, 295 (1908); L. Michaelis in Abderhaldens Hand- 
buch der biochem. Arbeitsmethoden (1910) IIJ. Bd., S. 7. 
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bohan 26/2] 2a [23 
Alter des Autolysats Vorbehand- Aciditit | 2S A & S 15 & 
lung ae oe 12 
oe i 
> 2 a <— 
= ‘ lo 
vom 27. LV. 22, keine _— 0,105 | 2 ]200u.4000} 0 
14 Tage alt 
ebenso Kaolin mit -— 0,073 | 2 5 200 0 
Aceton 
15 Monate keine _ 0,105 | 2 {200u.4000] 0 
15 Kaolin mit o 0,059 | 2 6800 6,8 
Aceton 
27. IV., 14 Tage Kaolin mit |n/50-Essigs.} 0,073 | 2 5200 | 37 
Aceton 
ia Ms keine n/20_,, 0,105 | 2 400 116 
Vi. MH x x n/20 ,, |0,274) 5] 4000 412 
15 Monate Kaolin mit [n/50__,, 0,044 | 2 500 0 
Aceton 
oe Kaolin mit }n/50 __,, 0,044 | 2 8000 494 
Aceton 
0/13. IIL. 22, 8 Wochen keine n/20_,, 0,183 | 1 5000 | 41,5 
13.111.22,8 ,, " n/20 ,, |0,183}3] 5000 |97 
15 Monate fe n/20__,, 0,262 | 5 4000 |97 
13. ILI. 22, 4 Monate ae n/20 ,, {12,9 4125] 16000 | 86 
13.111, 22,3 ,, C n/20 ., |5,302]66] 16000 |98,5 
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Tabelle II. Auswihlende Adsorption mit Kaolin. 






































vom Bleiacetat niedergeschlagen werden. Aus frischen Auto- 
lysaten vermégen die Bleifallungen sehr wenig Invertin zu 
adsorbieren, aus gealterten das gesamte. Nach Altern von 
einigen Monaten geniigten oft */, der zur vollstiindigen Blei- 
fillung nétigen Menge Bleiacetat, um 90°/, des Invertins zu 
adsorbieren. 

Auch diese Adsorption wird durch Verdiinnung der Auto- 
lysate, mit sprungweiser Steigerung bei sehr groBer Verdiinnung, 
befordert, weil die Verdiinnung der Assoziation des Enzyms 
mit den Begleitstoffen entgegenwirkt. 

Die Versuche sind mit einem unter Zusatz von Ammon- 
phosphat gewonnenen 5 Monate alten Autolysate ausgefiihrt, 
von dem 100 ccm zur Fallung 6 g Bleizucker erforderten, bis 


wert 


Adsorptions- 
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eben im Filtrat Blei nachzuweisen war. Die Menge des 
adsorbierten Enzyms wird in den Versuchen, fiir deren Aus- 
fiihrung wir Fri. Dr. Joh. Graser zu Dank verpflichtet sind, 
durch Invertinbestimmung im Autolysate vor und nach der 
Bleifillung ermittelt. 

Fallung mit 3 g Bleiacetat, d.i. der Halfte der zur ge- 
samten Niederschlagsbildung erforderlichen Menge. 


Aus unverdiinntem <Autolysat wurden von Invertin gefillt 40 °/, 


»  5fach verdiinntem _,, ms le si 66 ,, 
9” 10 ” 9 29 9 ”? ? 9 68 3) 
” 20 ,, ” ” ” ” ” ” G4 ,, 
”? 50 ”? ? rh] 9 39 9 99 96 9 
Unter Zusatz von 40 Vol.-°/, Aceton _,, re “ e 82 ,, 


Aus diesen Adsorbaten wurde das Invertin durch am- 
moniakalisches Wasser schlecht, durch Ammonphosphat zu 
gegen 50°/, eluiert. 


II. Isolierung des Invertins mit Kaolin. 


Das Verhalten des Ausgangsmaterials, eines 4 Monate 
alten Hefeautolysates gegen das Adsorbens priiften wir in einem 
Vorversuche mit 50 ccm, die in 40facher Verdiinnung mit 
n/20-Essigsaure (M. Z.Q. 1 in 16000 ccm) an 1 g Kaolin 57°), 
des Invertins abgaben. Zur Isolierung des Enzyms in priipa- 
rativem Mafstab wurde dann eine zur vollstindigen Adsorption 
nicht geniigende Menge Kaolin angewandt, so daB 12—15°/, 
vom Invertin in der Mutterlauge zuriickblieben. Es zeigte sich, 
daB die KiweiBsubstanzen, die bei der auswihlenden Adsorption 
das Invertin begleiten, unter den Bedingungen des Verfahrens 
genau zugleich mit dem Invertin in das Kaolin iibergehen. 
Weder durch Abtrennung einer ersten Fraktion noch durch das 
Zuriicklassen eines Anteils vom Invertin im Autolysat war die 
Beimischung von EiweiB zu vermeiden. Wurde nach Adsorp- 
tion von etwa 80°/, des Invertins das Filtrat mit weiteren 
und gréBeren Mengen Kaolin behandelt, so nahm das Adsorbens 
nichts mehr von den Proteinsubstanzen auf, obwohl in der 
Mutterlauge natiirlich noch sehr groBe Mengen von Verbindungen 
der Proteingruppe enthalten waren. Ks ist nur ein gewisser 
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kleiner Teil derselben, der im Adsorptionsverhalten dem In- 
vertin so nahe steht. 

Wir verarbeiteten 5 Liter Autolysat (M. Z.Q. 12,9), die mit 
200 Liter n/20-Essigsiure auf die geeignete Verdiinnung und 
Aciditat gebracht waren, und fihrten die Adsorption mit 125 g 
elektroosmotischem Kaolin aus. Im Filtrat befand sich noch 
Invertin vom M.Z.Q. 1,81; adsorbiert waren also 86 °/,, ent- 
sprechend dem Adsorptionswert 0,088. Man verfuhr mit den 
Mitteln des Laboratoriums am besten so, daf in Filtrierstutzen 
je 200 ccm Autolysat verdiinnt, angesaiuert und unter kriaftigem 
Riihren mit 5 g Kaolin behandelt wurden; fiinf solche Chargen 
lieBen sich zusammen verarbeiten, in der Nutsche auf gehirtetem 
Filtrierpapier absaugen, mit destilliertem Wasser nachwaschen 
und zur Elution in der Porzellanschale mit !/, Liter 0,05 °/, igem 
Ammoniak einige Minuten lang anriihren. Die Elution ist 
schwierig filtrierbar; wir saugten sie durch eine diinne Haut 
von Kieselgur auf gehirtetem Filter ab, was einige Stunden 
dauerte, und verwendeten zum Nachwaschen gegen 100 ccm 
vom 0,05°/, igen Ammoniak. Die vereinigten Elutionen, 2,5 
bis 3 Liter, enthielten Invertin vom M. Z.Q. 9,78, entsprechend 
einer Elutionsausbeute von 88°/, des adsorbierten Betrages. 
Das elektroosmotische Kaolin wird in erheblicher Menge vom 
verdiinnten Ammoniak kolloid gelést, aber zum groBen Teil flockt 
diese Substanz beim Neutralisieren aus, der Rest beim Ein- 
dampfen, wobei Eiwei8substanzen und farbige Verunreinigungen 
niedergeschlagen werden. Die ammoniakalische Elution fiihrt 
noch beinahe allen Farbstoff des angewandten Autolysates mit. 
Die braunliche Fliissigkeit siuerten wir mit Essigsiure an, bis 
sie auf Lackmus neutral, auf Methylorange aber noch alkalisch 
reagierte (p,, > 4) und lieBen sie zur vollstandigen Ausflockung 
einige Stunden, mit Toluol iiberschichtet, im Eisschrank stehen. 
Nach nochmaligem Filtrieren durch eine Kieselgurhaut war die 
Elution nur noch schwach gelblich. Ein ‘Teil derselben, 
M.Z.Q. 2,81, wurde im Vakuum bei einer Destillations- 
temperatur von 9—15° auf 1/, oder '/, eingedampft, was ohne 
Verlust verlief (M.Z.Q. 2,80), und 3 Tage gegen flieBendes 
Wasser dialysiert und zwar unter Rihren mittels eines Stromes 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 13 
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von Kohlensiure. Da hierbei wieder ein eiweiB- und farbstoff- 
haltiger Niederschlag ausfiel, war eine nochmalige Filtration 
durch eine diinne Schicht Kieselgur nétig. Durch Dialyse und 
Filtration verminderte sich die enzymatische Wirkung um 
17,5°/, (auf M.Z.Q. 2,32). Der Trockenriickstand des Pripa- 
rates betrug 69,1 mg, der Zeitwert 0,60. Die Angabe bezieht 
sich also auf den Zustand nach Eindampfen und Dialysieren 
und dasselbe gilt fiir die tibrigen Zeitwertsbestimmungen dieser 
Arbeit. 

In einem anderen Beispiel mit demselben und ebenso 
alten Autolysat (2,2 Liter enthaltend M. Z.Q. 5,30) adsorbierten 
wir das Invertin fast vollstindig. 66 g Kaolin, wofiir sich 
A.W. 0,08 bei gleicher Verdiinnung und Aciditét wie oben 
ergab, dienten zur Adsorption und wurden durch 0,05 °/, iges 
Ammoniak mit einer Ausbeute von 74°/, eluiert. Das Kin- 
dampfen geschah ohne, die Dialyse mit 17°/, Verlust. Das 
Priparat wies den Zeitwert 0,48—0,52 auf. 

In einem dritten Beispiel mit 3,9 Liter Autolysat (M. Z. Q. 
13,3) wurden die ersten Anteile des Kaolinadsorbates verworfen, 
nimlich 12,6°/, vom Invertin, die an 19,5 g Kaolin gebunden 
waren. Die Hauptfraktion des Knzyms, 73 °/, vom angewandten, 
wurden mit 78 g Kaolin adsorbiert und mit einer Ausbeute 
von 59°/, der adsorbierten Menge durch ammoniakalisches 
Wasser eluiert (M. Z.Q. 5,8). Nach dem EKindampfen und der 
Dialyse war die Invertinmenge noch unveraindert; aus dem 
Trockengewicht berechnete sich der Zeitwert 0,75. 

Die Invertinpriparate wurden in groBer Konzentration auf 
Beimischungen gepriift, da bei verdiinnten Lésungen alle Be- 
gleiterreaktionen versagten. Wir verwenden 1 ccm, enthaltend 
3—4 mg vom M.Z.Q. 0,1—0,15, d.i. ebensoviel Invertin wie 
in 30—50 ccm unserer Hefeautolysate mit 0,8 g Trockenriick- 
stand. Von Hefegummi war keine Spur nachzuweisen. Ferner 
fiel die Ninhydrinprobe negativ aus oder sie war sehr schwach, 
dagegen war eine deutliche, freilich sehr schwache Millonsche 
Reaktion zu beobachten. Die EiweiBbeimischung war viel ge- 
ringfiigiger als vor dem Ausflocken des in die Elution mit- 
gegangenen Kaolins und nahm noch weiter ab, als wir das 
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Invertin in neutraler Lésung, folglich mit wenig Verlust, wieder 
mit Kaolin behandelten. 

Die beschriebene Methode liBt sich auch auf Neutral- 
autolysat anwenden, aber in diesem Falle ist infolge der An- 
wesenheit groBer Puffermengen die Aciditit von n/20-Kssig- 
siure fiir optimale Adsorptionswirkung des Kaolins nicht aus- 
reichend. Wir fanden namlich bei einem solchen Autolysat 
den Adsorptionswert in 40facher Verdiinnung mit n/20-Essig- 
siure = 0,054, mit n/5-Essigsiure = 0,11. Aus der durch 
das Ammonphosphat des Autolysats abgeschwiachten n/20-Essig- 
siure gewannen wir das Invertin mittels der Kaolinadsorption 
ginzlich frei von Proteinsubstanzen, aber etwas Hefegummi 
enthaltend. Dagegen war das aus der stirker essigsauren 
Lisung adsorbierte Invertin wieder frei von Hefegummi, gab 
auch keine Millonsche Reaktion, aber positive Ninhydrinprobe. 
Die Abtrennung des Hefegummis gelingt also, wenn die Fliissig- 
keit geniigend sauer ist und die Adsorption unter solchen Be- 
dingungen geschieht, daB sie wenig Kaolin erfordert. 


III. Isolierung mit Aluminiumhydroxyd. 


Die Beobachtungen iiber auswahlende Adsorption erlauben 
die Isolierung des Invertins mit Tonerde nach Willstatter 
und Racke zu verbessern. Nach den Angaben der ersten 
Arbeit war der Reinheitsgrad des im Aluminiumhydroxyd ad- 
sorbierten Enzyms nicht hoch (Zeitwert zwischen 7 und 20), 
er stieg erst beim Fallen der Elution mit Aceton zu Werten 
von 3—2 an. Nach dem neuen Verfahren nimmt die Tonerde 
zusammen mit dem Invertin nur noch so wenig von Begleit- 
stoffen auf, daB der Trockenriickstand der dialysierten Elution 
fast gleichen Reinheitsgrad zeigt wie sonst erst nach dem 
Fallen und nochmaligen Adsorbieren mit Kaolin. Das in 
unserem Versuch verarbeitete Autolysat war hinsichtlich des 
Zeitwertes (bezogen auf Trockengewicht) nicht giinstig; unsere 
Werte lassen sich mit besserem Ausgangsmaterial tbertreffen. 

Das (aus 1 Teil Hefe mit 2 Teilen Wasser) gewonnene, 
10 Wochen aufbewahrte Autolysat (1,75 Liter; M.Z.Q. 6,35) 


vermischten wir zur Vorreinigung mit 700 ccm Aceton und 
13* 
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mit 175 g gewodhnlichem Kaolin und lieBen die Suspension 
iiber Nacht im Eisschrank stehen. Diese Operation bedingt, 
wie in Abschnitt B., I. der I. Abhandlung angegeben, wechselnde 
und nicht unbetrachtliche Verluste. In unserem Beispiel be- 
trugen sie 40°/,, denn das Filtrat vom Kaolin enthielt nur 
noch M.Z.Q. 3,81. Dasselbe wurde mit 34 Liter Wasser ver- 
diinnt und unter kraftigem Rithren mit der Suspension von 
0,886 g Tonerde versetzt. Diese Menge geniigte, um 95°/ des 
Invertins zu adsorbieren, woraus sich der A. W. 4,1 ergibt. 
Das Tonerdeadsorbat sammelten wir in den Glisern einer 
groBen Zentrifuge und eluierten es nach einmaligem Waschen 
mit destilliertem Wasser und erneutem Zentrifugieren in der 
von Willstatter und Racke (S. 96) beschriebenen Weise mit 
0,1°/, igem Ammoniak (670 ccm). Die auf gehirteten Filtern 
abgesaugte, braunlich gefairbte, klare Elution enthialt eine nicht 
geringe Menge Tonerde. Bei vorsichtigem Ansiuern mit Kssig- 
siure triibt sich die Fliissigkeit in dem Augenblick, wenn sie 
Lackmus roétet, aber Methylorange noch gelb laBt (p,, iiber 4). 
In einigen Stunden vervollstindigte sich die Ausflockung des 
Aluminiumhydroxyds und die Fliissigkeit entfairbte sich zugleich. 
Die wieder filtrierte Lésung enthielt eine Ausbeute von 66° , 
des adsorbierten Invertins (M.Z.Q. 2,38). Bei starkem LEin- 
engen im Vakuum blieb der Invertingehalt fast unversehrt 
(M.Z.Q. 2,30), aber bei darauffolgender dreitaigiger Dialyse 
nahm er um 18°/, ab (auf 1,9 nach dem Filtrieren). Auch 
dabei entstand nochmals ein flockiger Niederschlag; die davon 
abfiltrierte Invertinlésung war geruchlos und ginzlich farblos. 
thr Trockenriickstand betrug 81,4 mg, der Zeitwert des Pri- 
parates also 0,86. Es enthielt gar keinen Hefegummi, aber 
nach der Millonschen Reaktion eine deutliche Spur Eiweib. 











Uber die Kinteilung der Nucleinsdiuren und die Stellung 
der Guanylnucleinsdure im System. 
Von 


R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat GieBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13, August 1922.) 


Vor einigen Jahren habe ich!) tiber eine eigenartig zu- 
sammengesetzte oder gemischte Nucleinsiure berichtet, die 
schwer zu klassifizieren war, weil sie aus Nucleotiden hetero- 
gener Zusammensetzung bestand, und weil Nucleinsaiuren dieser 
Art noch nicht bekannt waren. Uber diese Nucleinsidure, die 
ich Guanylnucleinsaiure nannte, habe ich in meiner letzten 
Arbeit”) genauer berichtet. Wegen ihrer eigenartigen Zusammen- 
setzung scheint es mir erforderlich, die Grundsitze, nach denen 
Nucleinsiuren eingeteilt werden kénnen, zu erértern und ein 
Kinteilungsprinzip auf Grund leicht auszufiihrender Versuche 
aufzustellen. 

Bekanntlich haben anfanglich den Nucleinsiureforschern 
als Objekt ihrer Untersuchungen nicht die Nucleinsiuren selbst, 
sondern Nucleine, d. h. EiweiBverbindungen der Nucleinsiuren, 
die durch Pepsinsalzsiure oder auf andere Weise aus dem Zell- 
material gewonnen waren, gedient. Als die Nucleinsiureforschung 
noch in den Anfaingen steckte, und man noch nicht wuBte, daf 
ein wesentliches Merkmal der Nucleine das Vorhandensein der 
Purinkérper bildete, vielmehr dem Phosphorgehalt ent- 





') R. Feulgen, Uber eine zusammengesetzte Nucleinsiiure. Vorl. 
Mitt. Diese Zs. Bd. 108, S. 147 (1919). 
*) S. meine vorhergehende Arbeit dieser Zs. S. 145. 
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scheidende Bedeutung beimaB, muBte unbedingt die Ahnlich- 
keit der Nucleine mit Stoffen auffallen, die man — auch durch 
kiinstlichen Magensaft — aus dem Casein dargestellt hatte. 
Auch diese Stoffe hatten hohen Phosphorgehalt, waren zum 
Teil wie die Nucleine in Saéuren unléslich, gaben gleichfalls 
Biuretreaktion und wurden anfanglich fir nahe Verwandte der 
aus den Kernen dargestellten Nucleine angesehen und dement- 
sprechend auch als ,,Nucleine“ bezeichnet. Als die Forschunger 
Kossels gezeigt hatten, daB ein charakteristischer Bestandteil 
der aus Kernen gewonnenen Nucleine die Purinbasen waren, 
wihrend das Casein diese Kérper nicht besitzt, lernte man die 
Nucleine scharf unterscheiden von den Abbauprodukten des 
Caseins. Die letzteren nannte man daraufhin ,,Pseudonucleine‘ 
oder ,,Paranucleine“*)?), und im Gegensatz zu ,,Pseudonuclein“ 
bezeichnete man das aus Kernen dargestellte als _,,echtes* 
Nuclein. Die aus den echten Nucleinen dargestellten Nuclein- 
siuren nannte man dementsprechend ,,echte« Nucleinsiuren*) 
— im Gegensatz zu phosphorhaltigen Saiuren, die aus dem 
Casein gewonnen werden konnten. Heute versteht man unter 
Nucleinsiuren stets echte Nucleinsiuren in jenem Sinne und Liibt 
den Zusatz ,,echte“ weg. Spater hat dann Steudel*) die Bezeich- 
nung ,echte Nucleinséiuren“ vorgeschlagen fiir Nucleinsduren 
vom Bau der Nucleinsiure aus der Thymusdriise, und er dehnt 
diesen Begriff auch auf die Hefenucleinsiure aus.*) 

Man kann verschiedene Grundsitze bei der Einteilung de 
Nucleinsaiuren beriicksichtigen. 

1. Man kann die Nucleinsauren benennen nach den Or- 
ganen und Stoffen, aus denen sie isoliert wurden. So spricht 





1) A. Kossel, Chemische Zusammensetzung der Zelle. Arch. (Anat. u.) 
Physiol. 1891, S. 181. 

*) Lilienfeld, Arch. (Anat. u.) Physiol. 1892, 8. 128. — O. Ham 
marsten, Zur Kenntnis der Nucleoproteine. Diese Zs. Bd. 19, S. 19 (1893). 

8) Vgl. auch J. Bang, Die Guanylsiiure der Pankreasdriise und 
ihre Spaltungsprodukte. Diese Zs. Bd. 26, S. 150 (1898). 

4) H. Steudel, Uber die Kohlenhydratgruppen in der Nucleinsiiure. 
Il. Mitt. Diese Zs. Bd. 56, S. 212 (1908). 

’) H. Steudel, Uber die Nucleinsiuren der Rindermilz. Ebenda 
Bd. 114, S. 256 (1921). 
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man von Spermanucleinsiure, Pankreasnucleinsiure, Thymus- 
nucleinsiure, Milznucleinsiure, Hefenucleinsiure usw. Diese 
Benennungen stammen zumeist aus Zeiten, in denen man die 
charakteristischen Unterschiede der einzelnen Nucleinsiuren 
noch nicht kannte; als Einteilung wiren sie heute sehr un- 
rationell, weil sie nicht die Konstitution der einzuteilenden 
Stoffe beriicksichtigen, und auBerdem kénnen Mifverstindnisse 
auftreten, wenn in einem Organ mehrere verschiedene 
Nucleinsiuren aufgefunden werden. Ein solcher Fall liegt bei 
den Nucleinsiuren der Pankreasdriise vor. Zu den bereits 
bekannten Nucleinsiuren der Pankreasdriise, nimlich der pen- 
tosehaltigen Guanylsiure und der Pankreasnucleinsaure, 
die zum Typus der Thymonucleinséure gehért, gesellt sich 
noch als dritte die Guanylnucleinsaiure, die als die ge- 
nuine vorkommende Nucleinséure anzusprechen ist, wahrend 
die beiden erstgenannten lediglich als Komponenten dieser 
hdheren Nucleinsiure anzusehen sind. 


2. Man kann die Nucleinsaéuren einteilen auf Grund ihrer 
stickstoffhaltigen Bausteine. So tragt die Thymonuclein- 
siure ihren Namen nicht deswegen, weil sie aus der Thymus- 
driise stammt, sondern weil sie Thymin enthalt — im Gegen- 
satz iibrigens zu simtlichen anderen Nucleinsiuren einschlieB- 
lich der Hefenucleinsiure. Diese Benennung stammt von 
Kossel?)*), der die Nucleinsiuren in zwei Gruppen einteilte, 
deren eine u. a. das Thymin als Baustein enthalt (Thymo- 
nucleinsiuren), waihrend die andere Gruppe (Gruppe der 
Inosinsiure und Guanylsaiure) diesen Kérper bei der Spal- 
tung nicht liefert. Zur letzteren Gruppe gehért auch die 
Hefenucleinsiure. Die Bezeichnung ,,Thymonucleinsaure“ ist 
also ein Gattungsbegriff, ein Zusammenhang, der heute 
haufig iibersehen wird. Will man demgegeniiber eine Nuclein- 
siure als aus der Thymusdriise stammend kennzeichnen, 





1) A. Kossel in Liebreichs Encyklopiidie. 3. Bd. Artikel: Nuc- 
leinstoffe. 

*) Vgl. auch bei W1. Gulewitsch, Uber das Thymin. Diese Zs. 
Bd. 27, S. 292 (1899). 














200 R. Feulgen, 


so sagt man zweckmabig ,,Thymusnucleinsiure“ (vgl. Absatz 1) 
oder ,,Nucleinséure der Thymusdriise“, wahrend eine Thymo- 
nucleinséure ganz allgemein eine Nucleinsaure ist, die Thymin 
enthalt. Die Gruppe der Thymonucleinsiuren umfaBt vielleicht 
aber nur einen einzigen Korper, da anscheinend alle Thymo- 
nucleinsiuren (z. B. Thymusnucleinsiure, Spermanucleinsiure) 
identisch sind. Nachgewiesen ist es aber noch nicht, da sich 
die Untersuchungen bisher lediglich auf die stickstoffhaltigen 
Bausteine beschrankt haben, und iiber die Kohlenhydratgruppen 
dieser Nucleinsiuren noch zu wenig bekannt ist. 

3. Man kann der Einteilung der Nucleinsiuren die von 
Levene aufgestellte Nucleotideinheit zugrunde legen. [)a- 
nach wird man die Nucleinsdiuren einteilen in Mononucleotide 
(Guanylsiure, Inosinsiure) und Polynucleotide (Hefenucleinsiure, 
Thymonucleinsiure, Guanylnucleinsiure). Obgleich diese Be- 
griffe, die von Levene auf Grund experimenteller Studien auf- 
gestellt wurden, fiir die Nucleinsiurechemie grundlegend ge- 
worden sind, scheinen sie mir doch nicht ohne weiteres zur 
Klassifizierung der Nucleinsiuren zweckmaBig zu sein aus dem 
Grunde, weil durch diese Einteilung in die Gruppe der Poly- 
nucleotide Nucleinsiuren zwangsweise eingefiigt werden, die in 
ihrer Struktur, durch ihr Kohlenhydrat, ihr Verhalten gegen 
hydrolytische Kingriffe und mehrere andere Reaktionen so ver- 
schieden sind, daB man sie unbedingt trennen muB. 

4. Eine rationelle Einteilung der Nucleinsauren ist 
nur dann méglich, wenn man grundsatzliche Verschieden- 
heiten dem Einteilungsprinzip zugrunde legt, Verschiedenheiten, 
die méglichst in wenigen Augenblicken experimentell festgestellt 
werden kénnen. Ein grundsitzlicher Unterschied besteht aber 
nicht unter Beriicksichtigung der stickstoffhaltigen Bausteine. 
Ob eine Nucleinsiure einen solchen Baustein mehr oder 
weniger enthilt, ist gewiB ein wichtiger, aber kein so grund- 
sitzlicher Unterschied, daB man sie deswegen in eine andere 
Hauptgruppe einreihen miBte. Der Unterschied zwischen 
der Thymonucleinsiure und der Hefenucleinsiure ist z. B. — 
beziiglich ihrer N-haltigen Bausteine — sehr gering; er besteht 
nur darin, da8 in der Hefenucleinsiure Urazil vorkommt, in 
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der Thymonucleinsiure statt dessen das Homologe des Ura- 
ails, naimlich das Thymin. 

Ein wesentlicher Unterschied besteht aber hinsichtlich 
der Kohlenhydrate der Nucleinsiuren. Die Guanylsiure, 
Inosinsiure und Hefenucleinsiure enthalten als Kohlenhydrat 
eine Pentose (d-Ribose), und deswegen gehéren sie in eine » 
Gruppe. Man wird diese natiirlich unterteilen in Mononucleo- 
tide und Polynucleotide. Die Nucleinsiure der Thymusdriise 
und des Fischspermas enthalt jedoch keine Pentose. Nach 
‘ulterer Anschauung ist eine Hexose in ihnen vorhanden. Dieser 
Unterschied wiirde schon geniigen, um sie hinreichend von der 
ersten Gruppe zu trennen. In Wirklichkeit ist der Unterschied 
aber noch viel gréBer; denn diese Nucleinsiuren enthalten — 
wenigstens in ihren Purinnucleotiden — keine Hexose. Wie 
ich vielmehr frither gezeigt habe"), haben die nach dem Ab- 
spalten der Purine freiwerdenden reduzierenden Gruppen im 
(zegensatz zu den Hexosen echte Aldehydnatur, farben also 
tuchsinschweflige Saure intensiv violett und gehen auch — 
wortiber spiiter berichtet werden wird — mit solchen Stoffen, 
die nur mit echten Aldehyden, nicht aber mit Zuckern sich 
vereinigen, Verbindungen ein. AuBerdem geben diese Nuclein- 
siuren nach Abspaltung der Purine eine griine Fichten- 
spanreaktion (Furanreaktion) und nach dem Schwelen mit 
Ammonsalzen eine rote Fichtenspanreaktion (Pyrrol- 
reaktion), alles Merkmale, welche die sie gebenden Nuclein- 
siuren grundsiitzlich von den pentosehaltigen unterscheiden. 
Der einzige bisher bekannte Vertreter dieser Nucleinsiuren ist 
die gewohnliche tierische Nucleinsiure. Auch der guanylsiure- 
freie Rest der Guanylnucleinsiure gibt diese Reaktionen, so 
daB die Guanylnucleinsiure Vertreter der beiden entgegen- 
gesetzten Gruppen im Molekiil in sich beherbergt, weswegen 
ich sie als ,zusammengesetzte“ oder ,gemischte“ Nucleinsiiure 
bezeichne und in eine dritte Gruppe verweise. 


') R. Feulgen, Uber die Kohlenhydratgruppe in der echten Nuclein- 
siure. I. Mitt. Diese Zs. Bd. 92, S. 154 (1914). — Derselbe, II. Mitt. 
Ebenda Bd. 100, S. 241 (1917). 
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Die oben beschriebenen Merkmale der zweiten Gruppe der 
Nucleinsiuren sind vorziiglich zur experimentellen Charakte- 
risierung und zur Unterscheidung der Nucleinsaiuren geeignet: 
denn die Reaktionen sind samtlich leicht und mit sehr 
geringen Mengen Substanz anzustellen; zur Reaktion mit 
. fuchsinschwefliger Saure sind sogar nur Spuren erforderlich, und 
ferner sind diese Reaktionen, da sie entweder in der gesamteu 
Biochemie iiberhaupt nicht, oder nur 4uBerst selten vorkommen, 
von groBer Kindeutigkeit. Ein Beispiel fiir den positiven Aus- 
fall der griinen Fichtenspanreaktion ist mir in der ganzen Bio- 
chemie nicht bekannt. Sie ist auch in der reinen Chemie in der 
Gruppe der Furanderivate oder ungesittigten Kohlenhydrate 
keineswegs immer anzutrefien und stets eine auffallige Erschei- 
nung. Der positive Ausfall der Reaktion mit fuchsinschweflige: 
Saure deutet mit groBer Sicherheit ') auf eine echte Aldehydgruppe 
hin. Zucker geben diese Reaktionen nicht, da sie keine echten Alde- 
hyde in diesem Sinne sind, sondern offenbar unter den Bedingungen, 
unter denen die Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure angestellt 
wird, in ihrer Cycloform reagieren. Auch echte Aldehyde 
sind in der Biochemie sehr selten. Nach Neuberg ent- 
steht bekanntlich Acetaldehyd als intermediires Stoffwechsel- 
produkt der Hefezellen bei der alkoholischen Gurung, und 
jiingst wurde dieser Kérper von Stepp und mir?) als ein inter- 
mediires Stoffwechselprodukt im normalen menschlichen Harn 
aufgefunden. Von solchen Aldehyden kénnten Nucleinsauren 
miihelos durch Alkoholfaillung getrennt, aber auch sonst leicht 
unterschieden werden, denn die ersteren geben die Reaktion mit 
fuchsinschwefliger Saiure ohne weiteres, die Nucleinséuren vom 
Typus der Thymonucleinsaéuren aber erst nach Abspaltung der 
Purine durch sehr milde saure Hydrolyse. Die bei der Dar- 


1) Heinrich Wieland u. Georg Scheuing, Die Fuchsin- 
schweflige Siiure und ihre Farbreaktion mit Aldehyden. Chem. Ber. 
Bd. 54, S. 2527 (1921). 

2) W. Stepp u. R. Feulgen, Uber die Identifizierung der aldehy4- 
artig reagierenden Substanz im Harn von Diabetikern als Acetaldehyd. 
Diese Zs. Bd. 114, S. 301 (1921). — Dieselben, Acetaldehyd, ein Be- 
standteil des normalen Harns. Ebenda Bd. 119, S. 72 (1921). 
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stellung der Nucleinsiuren gebrauchlichen Fallungsmethoden, 
sowie das Trocknen von Nucleinsiurepraparaten allein geben 
schon die Gewahr, daB derartige niedere und einfache Alde- 
hyde als Verunreinigung nicht in Frage kommen kénnen. 

Die erwahnten Reaktionen sind also durchaus charakte- 
ristisch; sie eignen sich aber nicht nur zur Einreihung eines 
als Nucleinsiure erkannten Kérpers in das System, 
sondern sind auch — bei positivem Ausfalle — das bequemste 
Mittel, um einen bis dahin unbekannten Stoff als Nuclein- 
siure iiberhaupt zu erkennen. 


Aus dem Gesagten ergibt sich folgendes Prinzip fir die 
Kinteilung der Nucleinsauren: 


J. Pentosehaltige Nucleinsiuren. 
1. Mononucleotide. 
a) Inosinsaure, 
P) Guanylsaure. 
2. Polynucleotide. 
Hefenucleinsaure (Tritikonucleinsiure). 

Il. Nucleinséuren, die nach Abspaltung der Purine eine 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Séure und eine griine 
Fichtenspanreaktion geben. 

Thymonucleinsiuren (Thymusnucleinsiure, Sperma- 
nucleinsiure usw). 
IJ]. Nucleinsiuren, welche die Eigentiimlichkeit von I. und 
II. zugleich aufweisen. 
,Ausammengesetzte“ oder ,,gemischte“ Nucleinsiuren 
(Guanylnucleinsiure). 


Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, da8 Nuclein- 
siuren, welche die besprochenen Reaktionen geben, aber keine 
Pentosen enthalten, die I]. Hauptgruppe bilden. Als einzige 
Unterabteilung in dieser Klasse erscheint die Gruppe der 
»Thymonucleinsaiuren“; denn alle Nucleinsaduren, welche 
jene Reaktionen geben, enthalten auch, soweit ich sie unter- 
sucht habe, simtlich Thymin. Insofern fallt die Il. Haupt- 
gruppe mit der Thymonucleinsiure zusammen, und wir sind 
zurzeit berechtigt, eine Nucleinséure, welche jene Reaktionen 
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gibt, als Thymonucleinsaure anzusprechen. Ob dies Zufall 
ist, kann ich nicht entscheiden. Es ware durchaus denkbar, 
daB es Nucleinséiuren gibe, die zwar die Aldehyd- und Furan- 
reaktion zeigen, aber kein Thymin enthalten. Sollte eine 
solche Nucleinsiiure gefunden werden, so miiBte die I. Haupt- 
gruppe unterteilt werden in Thymonucleinsiuren und thymin. 
freie Nucleinsiuren. In diesem Falle wire es praktisch, fiir 
die II. Hauptgruppe eine besondere Bezeichnung einzufiihren; 
da der Bedarfsfall aber noch nicht vorliegt, so kann zurzeit 
darauf verzichtet werden. 

Ob es Unterabteilungen der Thymonucleinsiure gibt, 
steht noch nicht mit Sicherheit fest, da vielleicht alle Thymo- 
nucleinsiuren identisch sind. Ich habe jedoch vor Jahren?) 
iiber eine Nucleinsiiure aus der Pankreasdriise kurz berichtet, 
die vielleicht kein Guanin enthalt. Da sie bei der totalen 
Spaltung Livulinsiure und auch Thymin lieferte, so war sie 
zweifellos eine Thymonucleinsiiure. Die Schwierigkeit der 
Materialbeschaffung und Reindarstellung, d. h. die Trennung 
von den anderen Nucleinsiuren der Pankreasdriise haben mich 
bis jetzt daran gehindert, den Kérper genauer zu untersuchen. 





1) R. Feulgen, Uber eine Nucleinsiure aus der Pankreasdriise. 
Diese Zs. Bd. 88, S. 370 (1913). 
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II. Mitteilung tiber Hemicellulosen.') 
Von 

Hans Pringsheim und Karl Seifert. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1922.) 


Nach der neuesten Anschauung sind die Starke, das Inulin 
und die Cellulose als Assoziationsprodukte polymerer Grund- 
kérper zu betrachten; der symmetrische Bau der als Grund- 
kérper auftretenden Anhydrozucker setzt eine entsprechende 
Kinheitlichkeit der die Polysaccharide aufbauenden Mono- 
saccharidreste voraus. Dieser Bedingung wird bei den drei 
vorgenannten Kérpern entsprochen; sie ist jedoch bisher durch 
kein anderes dieser Klasse zuzurechnendes Polysaccharid erfiillt. 
Der Zweck der vorliegenden Studie war es, zu erforschen, ob 
dieser sich in die moderne Theorie nicht einpassende Mangel 
der Natur der Hemicellulosen anhafte, oder ob er durch ihre 
verhiltnismibig schwere Reindarstellung bedingt sei. 

Wir wihlten fiir unser Ausgangsmaterial wieder SteinnuB- 
spine, in denen nach den Angaben von Ivanow’) 1,29°/, 
Pentosan, 1,56°/, Methylpentosan und geringe Mengen Araban 
vorhanden sind. Als wir jedoch unser Material nach der 
Methode von Schmidt und Graumann’) mit Chlordioxyd von 
den Inkrusten befreit hatten, erwies sich unser Riickstand als 
villig frei von Pentosen, da die am Aufbau der inkrustierenden 


1) J. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 80, S. 376 (1912). 
2) Jl. f. Landw. Bd. 56, S. 217 (1908). 
3) Chem. Ber. Bd. 54, 8. 1860 (1921). 
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Substanz (Lignin) beteiligten Pentosane*) mit herausgenommen 
worden waren. Der erste Schritt zur Reinigung war also ge- 
gliickt. Das inkrustenfreie Material konnte nun nach dem von 
Wheeler und Tollens*) angegebenen Verfahren durch Aus- 
laugen mit 5°/,iger Natronlauge in eine zuriickbleibende 
Mannocellulose und in das durch Neutralisation der alkalischen 
Lésung mit Essigsiure ausfaillbare, uns hauptsichlich interes- 
sierende, Mannan aufgeteilt werden. 

Das Mannan soll nach den Untersuchungen von Baker 
und Pope*’) neben seinem Mannoseanteil 5—10°/, Fructose 
enthalten. Durch die von Willstitter und Schudel‘) an- 
gegebene Jodtitrationsmethode wird man in die Lage versetzt. 
Aldosen neben Ketosen quantitativ zu bestimmen; so konnten 
wir die Ergebnisse von Baker und Pope nachpriifen; wir 
fanden sie nicht bestitigt. Allerdings entsprach auch bei uns 
die als Mannosephenylhydrazon aus dem Hydrolysat des Man- 
nans abgeschiedene Mannosemenge nicht der der Drehung ent- 
sprechenden; da jedoch die Werte fiir die gefundene Aldose 
bei der Bestimmung mit Fehlingscher Lésung und nach der 
Jodtitration unter sich und mit dem Mannosephenylhydrazon- 
wert iibereinstimmten, so mu8 der zu hohe Drehungswert durch 
bei der Hydrolyse entstandene Zersetzungsprodukte hervor- 
gerufen sein. Wir ziehen aus diesen Ergebnissen den SchluB, 
daB das Mannan einheitlich aus Mannoseresten aufgebaut ist 
und schlagen vor, den Namen Livulo- oder Fructomannan fiir 
diesen Kérper aus der Literatur zu streichen. 

Der nach denselben Prinzipien aufgearbeitete Riickstand, 
die sogenannte Mannocellulose, ergab ebenfalls keine Ketose, 
jedoch einen Gehalt von 5—10°/, einer anderen Aldose als 
Mannose, wahrscheinlich Glucose. 

Nach dem Gesagten lag kein Grund mehr dagegen vor, 
das Mannan als polymeren Anhydrozucker zu betrachten; es 





1) E. Schmidt, E. Geisler u. P. Arndt, Vortrag vor der Deutsch. 
Chem. Gesellschaft am 10. VII. 22. 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 254, S. 306 (1889). 

8) Proc. of the Chem. Soc. Bd. 16, S. 72 (1900). 

4) Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 
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schien deshalb verlockend, den Versuch zu machen, die Héhe 
des Polymerisationsgrades nach der Methode, welche sich beim 
Inulin bewahrt hatte’), zu bestimmen. Die Acetylierung mit 
Pyridin und Hssigsiureanhydrid ist uns jedoch, offenbar infolge 
der Unléslichkeit des Mannans in Pyridin, nicht gegliickt. Zu 
einem besseren Ergebnisse sind wir jedoch mit Hilfe des von 
Bergmann und Beck?) angegebenen Acetylierungsgemisches 
gelangt; dieses durch Siattigen von Essigsiureanhydrid mit 
Bromwasserstoff gewinnbare Gemisch verhielt sich dem Mannan 
gegeniiber vollkommen verschieden von seinem Verhalten gegen 
Stirke: denn wir gewannen beim Mannan ein vollkommen 
halogenfreies Acetat, welches bestindig gegen Fehlingsche 
Liésung war und das uns nach der Verseifung ein dem Mannan 
in bezug auf seine Drehung und seine Fillbarkeit mit Feh- 
lingscher Lésung vollig entsprechendes Produkt lieferte. Im 
gegebenen Falle hat also die Acetylierung mit Acetylbromid- 
Bromwasserstoff-Kisessig offenbar analog gewirkt wie nach den 
Angaben von He?) Acetylchlorid auf Cellulose. Diese Analogie 
war noch eine weitergehende: ebenso, wie sich das von HeB 
gewonnene Acetat des Bioseanhydrids von einer gewissen Kon- 
zentration an zu seinem Dimeren assoziierte, fanden auch wir 
fir unser Mannanacetat bei der kryoskopischen Bestimmung 
in Naphthalin und Kisessig Werte, welche einem Acetat aus 
vier Mannoseresten entsprachen, wihrend uns die Barger- 
Rastsche Methode in Acetylentetrachlorid und einem Gemisch 
aus 7 Teilen Chloroform und 3 Teilen Acetylentetrachlorid auf 
ein Anhydrodimannoseacetat stimmende Zahlen lieferte. Trotz 
vielen Bemiihens gelang es uns nicht, ein anderes, fiir Mole- 
kulargewichtsbestimmungen geeignetes Lésungsmittel zu finden. 
Die neuerdings von Rast‘) angegebene Mikromolekularge- 
wichtsbestimmung war, wie iibrigens auch beim Glykogenacetat, 





1) Pringsheim u. Aronowsky, Chem. Ber. Bd, 54, S. 1281 (1921); 
Bd. 55, S. 1414 (1922); Pringsheim u. Lassmann, ebenda, Bd. 55, 
S. 1409 (1922). 

2) Chem. Ber. Bd. 54, S. 1576 (1921). 

3) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2867 (1921). 

‘) Chem. Ber. Bd. 55, S. 1051 (1922). 


pag a Bee ssc 





i 
mH, 











208 Hans Pringsheim und Karl Seifert, 


nicht anwendbar, da sich die Acetate in schmelzendem Kamphe: 
zersetzten. Wir wagen es firs erste nicht, die Frage zu ent. 
scheiden, wie hoch der Polymerisationsgrad der Anhydrodimann- 
osen im Mannan ist, da uns die Ubereinstimmung des Mannans 
desacetylierten Acetats allein durch die Drehung und Fallbar. 
keit mit Fehlingscher Lésung nicht geniigend bewiesen er. 
scheint: die saure Acetylierung kann sehr wohl zur Depoly- 
merisation gefiihrt haben. 

Unsere weitere Untersuchung war daraut gerichtet, dure; 
acetolytische Sprengung etwas niher in den Aufbau des Man- 
nans einzudringen; wir verwandten zu diesem Zwecke neben 
Acetylbromid ein Gemisch von Essigsiureanhydrid mit wechseln- 
den Mengen konzentrierter Schwefelsiure, in der Hoffnung, 
gleichzeitig zu dem Acetat einer Dimannose zu gelangen. 
Dieser Versuch ist uns insoweit gelungen, als wir aus dem 
verseiften, mit Schwefelsiure gewonnenen Acetat ein in Wasser 
lésliches Osazon gewinnen konnten, dessen Analyse anzeigte, 
daB es einem Disaccharid entstammte. Wir sehen darin eine 
Bestatigung fiir unsere Molekulargewichtsbestimmungen. Jedoch 
ist es uns nicht gelungen, das einheitliche Acetat eines Di- 
saccharids zu fassen, weil das bei der Acetolyse mit Schwefel- 
siure gleichzeitig gebildete Mannoseacetat nicht -—— wie das 
Acetat der Glucose — in Wasser leicht léslich ist. Kin der 
Methode von Ost und Prosiegel?) entsprechender Fraktio- 
nierungsplan scheiterte an der Loéslichkeit des Acetats in allen 
organischen Loésungsmitteln. 


Versuchsteil. 
Reindarstellung des Mannans. 


Die Steinnu8spine wurden 3 mal hintereinander mit der 
Chlordioxyd- und Natriumsulfitlésung behandelt, woraufhin der 
Lagerversuch Inkrustenfreiheit ergab. Das so vorbehandelte 
Material wurde mit der 10 fachen Menge 5°/, iger Natronlauge 
iibergossen und bei Zimmertemperatur 2 Tage stehen gelassen; 
dann wurde das Mannan durch Ansiuern mit 50°/, iger Essig- 





1) Zs. angew. Chem. Bd. 33, 8. 100, 20/4. 
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siure ausgefallt und nach dem Waschen mit Alkohol je 1 Tag 
mit Alkohol und Ather im Extraktionsapparat ausgezogen. 
Die Drehungsbestimmung entsprechend den Angaben von 
Baker und Pope ergab: 


— 0,352 + 6,2792 
0,0476 + 1,0474 


0,0354 - 1,0474 


= — 44,33° (in n-Natronlauge). 





= — 44,53° (in n-Natronlauge). 





Hydrolyse des Mannans. 


Die Hydrolyse wurde nach der Methode von Clark?) aus- 
gefihrt. 5 g Mannan wurden mit der gleichen Menge 75°/, iger 
Schwefelsiure iibergossen, das Gemisch iiber Nacht auf- 
bewahrt und nach der Verdiinnung mit 50 ccm Wasser 2?/, Stun- 
) den riickflieBend gekocht; dann wurde die Schwefelsiure quan- 
titativ mit Bariumhydroxyd entfernt und das Filtrat auf 100 ccm 
aufgefiillt. Die abgelesene Drehung betrug im 1dm-Rohr 

+ 0,64°, woraus sich bei einer spez. Drehung der Mannose 
. von + 14,25° 4,49 g Mannose berechnet. Die Titration nach 
Bertrand, der eine Tabelle fiir Mannose angibt?), ergab 
3,8¢ Zucker, die Aldosebestimmung 4,06 g, wahrend aus 20 ccm 
der Lésung 1,066 g Mannosephenylhydrazon gefunden wurden. 
Daraus berechnet sich un*+*r Einbeziehung der von Bourquelot 
und Hérissey’%) eingefiihrten Korrektur 3,8 g Mannose. 


Hydrolyse der Mannocellulose. 


Die nach derselben Methode durchgefihrte Aufarbeitung 
ergab die folgenden Resultate: 
Die Lésung drehte 0,546° nach rechts, berechnet = 3,83 g 
F Mannose. 3,25 g Zucker nach Bertrand, 3,35 g Aldose, aber 
nur 2,8 g Mannose, berechnet aus 1,2188 g Hydrazon, das aus 
30 ccm der Lésung gefallt wurde. 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S, 1 (1922). 

*) Bull. Soc. chim. France [3] Bd. 35, S. 1285 (1906). 

8) C. R. Bd. 129, S. 339 (1899); vgl. auch H. Euler u. A. Fodor, 
Diese Zs. Bd- 72, S$. 346 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXIII. 14 
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Acetylierung des Mannans. 


5 g Mannan wurden in einer Stépselflasche mit Brom- 
wasserstoff-Essigsiureanhydrid bis zur Bedeckung unter Kis- 
kiihlung iibergossen und die Mischung iiber 2 Tage bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Dann war die ganze Masse durch- 
scheinend gallertartig erstarrt und nur schwach gelb gefirbt. 
Sie wurde nun mechanisch und mit Eisessig aus der Stipsel- 
flasche herausgelést und auf Eis gegossen. Die ausfallende 
Masse wurde nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator in 
Hisessig gelést, um noch nicht acetyliertes Mannan zu ent- 
fernen, die Lésung mit Tierkohle gekocht und wieder in Wasser 
einfiltriert. Nach erneutem Trocknen kochten wir das Acetat 
am RiickfluBkiihler mit Alkohol aus, um auf diese Weise die 
in Alkohol léslichen, abgebauten Acetate zu entfernen, und 
erhielten so einen weifen, amorphen, nicht hygroskopischen 
Riickstand. Das so gewonnene Acetat zeigte weder Halogen- 
gehalt, noch reduzierende Kigenschaften. 

0,1084 g Subst. (im Vakuumexsiccator getrocknet) gaben 0,1962 g CO, 
und 0,0559 g H,0O. 

C,.H,,0, (288,12) Ber. 50,00°/, C 5,60°/, H 

Gef. 49,38°/, ,, 5,77 ly 55 


Zur Acetylbestimmung wurden 0,1607 g Substanz in 5 ccm 
n-Natronlauge (Faktor 1,0513), 10 ccm Alkohol und 15 ccm 
Wasser 1 Stunde stehen gelassen und dann mit n/10-HCl 
(Faktor 0,9929) und Lackmus als Indicator titriert. 35,6 ccm 
n/10-Salzsiure. Durch die Acetylgruppe neutralisiert also 
17,2 com n-NaOH. 

C,H,0;(CH,CO), Ber. 44,79°/, CH,CO 

Gef. 46,02°/, - 


Kine zweite Bestimmung lieferte dasselbe Resultat. 





[eli = : = we a 5 ab = — 27,40° (in Acetylentetrachlorid). 
(ej? = — tl he: in 27,80° (in Acetylentetrachlorid). 





1 x 0,1196 x 1,5900 


I. a) 0,2294 g Substanz, 20,4 g Naphthalin (Mol.-Depression 68,5): 
Gefrierpunkterniedrigung 0,067°, Mol.-Gew. 1158. — b) 0,4034 g Substanz, 
20,4 g Naphthalin: Gefrierpunkterniedrigung 0.135°, Mol.-Gew. 1011. 
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II. a) 0,2010 g Substanz, 13,60 g Eisessig (Mol.-Depression 39): 
Gefrierpunkterniedrigung 0,060°, Mol.-Gew. 961. — b) 0,3724 g Substanz, 
13,60 g Eisessig: Gefrierpunkterniedrigung 0,110°, Mol.-Gew. 978,4. 

Alle Bestimmungen wurden im geschlossenen Apparat 
mit elektrischem Riihrer ausgefiihrt. Die Berechnung fir 
(C,H,O,(CH,CO),], wiirde ergeben 1152. 


Die Mol.-Gew.-Bestimmung nach Barger-Rast ergab: 
Das Aquivalentgewicht des Mannanacetats ist gleich 288. Wir 
stellten uns eine Lésung von 0,288 g Acetat in 5ccm Acetylen- 
tetrachlorid her und als Vergleichslésungen n/5-, n/15- und 
n/25-Azobenzollésungen in Acetylentetrachlorid. Die Konzen- 
tration der Objektlésung lag zwischen n/5- und n/15-Azo- 
benzollésung. Nach 24 Stunden war die n/5-Vergleichslésung 
(als die stiirkere) um 8 Teilstriche unseres Okularmikrometers 
vorgegangen, die n/15-Lésung 4 Teilstriche zuriick. Um gréBere 
Ausschlige zu erzielen, stellten wir die Réhrchen iiber Nacht 
in den Brutraum und lasen dann nach dem Abkihlen ab: 


Die n/5-Lésung ging stets vor: a) 28 Teilstr. b) 40 Teilstr. 
Die n/15-Lésung stets zuriick: w -« -_ « 


Als wir als Lisungsmittel ein Gemisch von 7 Teilen Chloro- 
form und 8 Teilen Acetylentetrachlorid wihlten, waren die 
Ausschlage bei der n/5-Lisung + 83 Teilstriche, und bei der 
n/15-Lésung — 47 Teilstriche. Das Mol.-Gew. des Acetats ist 
also gréBer als 1 x 288 und kleiner als 3 x 288, also gleich 
2 x 288. 

Das mit alkoholischer Kalilauge verseifte Acetat wurde 
nach dem Abfiltrieren, Lésen in Wasser und Entfarben mit 
Tierkohle durch Ansiiuern mit Essigsiure gefallt und zeigte 
folgende, dem Mannan entsprechende Drehung: 


— 0,0351 x 2,7207 


[ali = a oe?" ie 44,05° (in n-Natronlauge). 





Acetolyse des Mannans. 


10 g Mannan wurden mit einem Gemisch von 37 ccm 
Essigsiureanhydrid und 5,5 ccm konz. Schwefelsiure unter 


starker Kiihlung iibergossen. Nach 2 Tagen ist eine klare, 
14* 
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braune Liésung entstanden, die, in Wasser gegossen, einen 
amorphen Niederschlag fallen laBt; dieser wurde abfiltriert, 
im Mérser mehrmals mit heiBem Wasser zerrieben und nach 
dem Trocknen in Benzol gelist, mit Tierkohle aufgekocht 
und in Petrolither einfiltriert. Es resultiert eine weife, 
amorphe Substanz. Die schwankenden Werte der Acetyl- und 
Mol.-Gew.-Bestimmungen zeigten jedoch, daB das Produkt nie 
einheitlich war. Aus dem verseiften Produkt fallte essigsaures 
Phenylhydrazin viel Mannosephenylhydrazon (Schmelzp. 181°; 
10,47°/, N); das Filtrat lieB beim Kochen etwas Glucosazon 
fallen, aus der gelben Lésung schied sich beim Erkalten ein 
in heiBem Wasser lésliches Osazon ab, welches nach dem Un- 
krystallisieren aus Wasser auf ein Disaccharid stimmende 
Werte ergab: 


3,746 mg Substanz gaben 0,324 cem N, bei 10,5° und 739 mm Druck. 
C.,H3.N,0, Ber. 10,76°/, Gef. 10,02°/,. 











Untersuchungen tiber die Gallensduren. 
XIV. Mitteilung. 


Ciliansaure, Ciloidansaure und Biloidansaure. 


Von 
Heinrich Wieland und Otto Schlichting. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Universiat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1922.) 





In der XII. Abhandlung!) wurde mitgeteilt, daB sich 
Ciliansiure, eine Diketo-tetracarbonsiure a mit 
Salpetersiure (D. 1,4) unter Sprengung eines dritten Ringes in 
Ciloidansiiure, eine Monoketo-hexacarbonsiure ~ C,,H,,0,,, tiber- 
fihren laBt. Wir haben dem Vorgang den nachstehenden 


Formelausdruck gegeben. 





COOH COOH 
ait Pr 
CH, el i acai GH,’ CO—C,,H,,-COOH 
| | | 
SE CH, CH CH, 
Ties. in gt Mg, 
| 
HOOG gH co HOOC bu COOH 
CH, OH, Si, COOH 


Bei der Einwirkung von*rauchender Salpetersiure wird 
die Ciloidansiure weitgehend zerstért. Wir fanden aber unter 
den Reaktionsprodukten in einer Menge von etwa 10°/, zu 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 227 (1922). 
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unserer Uberraschung Biloidansaure, fir die vor kurzem 1) 
die Formel ~C,,H,,0,, und die Konstitution 
HOOC 
, 
HOOC CH 
] | Ci oHis -COOH 
CH, CH, 
—s 


= 
HOOC CH COOH 


ae 
GH, COOH 


von uns angenommen worden ist. Unter den gleichen Be- 
dingungen kann auch Cilianséure zu Biloidansiure oxydiert 
werden. Diese Feststellungen schlieBen die oben wieder- 
gegebene Struktur der Ciloidansiiure aus, da der oxydative 
Abbau an der Ketogruppe einsetzt und somit das Molekiil 
weitgehend auseinander spalten miBte. Bei der Oxydation von 





Ciloidansiure zu Biloidansiure + C,,H,,0,, —C,3H3,0,, kann 
kein weiterer Ring gedffnet werden. Es geht ein Kohlenstoff- 
atom verloren und gleichzeitig wird CO zu COOH. Dies ist 
nur mdglich, wenn man die Ciloidansiure als «-Ketosiure 
auffaBt. Dann mu8 aber auch die Ciliansiiure eine a-Keto- 
siure sein, denn ihr Ubergang in Ciloidansiure driickt sich 
darin aus, daB eine ringstindige Ketogruppe, und zwar die- 
jenige von Ring I, unter Ringéffnung zwei Carboxylgruppen 
entstehen laBt. 

Wir haben in der Abhandlung iiber die Biloidansiure’) 
der Biliansiiure, aus der sie entsteht, die Konstitution (I) 


ZI “AIS 
13H,C 11CH i30C 11CH 
| ( fc oH,,- COOH | é CoH, » COOH 
pc H, a ea H, 
zo Pia I 
HOOG SoH, , Hoo® —cu, & 
| 
HOOC pe HOOC ba CO 
6 i i al 
H, CH, CH, CH, 





1) Diese Zs. Bd. 119, S. 76 (1922). 
*) a. a. O, S. 92. 
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gegeben und die mit unsern Ableitungen ebenfalls zu verein- 
barende Formel (II), in der C,, den Sauerstoff trigt, abgelehnt. 
Die gro®e Hitzebestindigkeit der Biliansiure schien uns da- 
gegen zu sprechen, daB die Biliansiiure eine 8-Ketocarbonsaure 
sei. Noch weniger waren wir geneigt, die Ciliansiure, die bis 
dahin noch als nicht oxydierbar galt, fiir eine a-Ketocarbon- 
siure zu halten, was sie, aus der Formel (II) abgeleitet, not- 


wendigerweise sein miiBte. 
CH, 


i 
HOOC CH— 


HOOC—OC du, (111) 
aa lies 
o—0H, 
He Go 
Pte oh 
HOOC—CH, CH, 

Indessen hat sich gerade hier mit aller Deutlichkeit ge- 
zeigt, daB typische Gruppenreaktionen an den groBen Mole- 
kiilen des bearbeiteten Materials verwischt sind, da8 vor allem 
die Hiaiufung von Carboxylen anderen im Molekiil stehenden 
Komplexen ihre sonst zur Diagnose dienenden Merkmale nimmt. 
Das zeigt sich schon in der Schwierigkeit, den zahlreichen im 
vorliegenden Untersuchungsgebiet auftretenden Keto-polycarbon- 
siiuren mit den iiblichen Ketonreagenzien erfolglich beizukommen. 
So haben wir auch auBer Zweifel stellen kénnen, da Cilian- 
siure und Ciloidansdiure «-Ketocarbonsiduren, Bilian- 
siure eine #-Ketocarbonsaure ist. Die beiden ersten 
Siuren spalten nimlich unter der Kinwirkung von konz. Schwefel- 
siure in der Wirme je ein Mol Kohlenoxyd ab. Das Reak- 
tionsprodukt der Ciliansaure ist bisher nicht zu fassen gewesen, 
weil sich bei seiner Bildung intermolekulare Kondensationen an 
den Ringen II abspielen, deren Natur an einem einfacheren Ob- 
jekt von T. Shimizu studiert worden ist. An der Ciloidan- 
sure dagegen hat sich ein klares Bild dieser neuen Abbau- 
reaktion ergeben. 

Khe wir auf seine Besprechung eingehen, wollen wir die 
Formelbilder bringen, zu deren Annahme wir durch das ge- 
wonnene Material gefiihrt werden. 





+ a 
passa 








216 Heinrich Wieland und Otto Schlichting, 


CH, CH, 
“i? Pi 
i3CO CH— HOOC CH— 
= 
a> ny mani CH, 
HOOC C——CH, —— > C——CH, 

| | | | 
ae CH CO 
Pe 
HOOC-—CH, GH, HOOC—GH, OH, 
Biliansiure Ciliansiiure 
CH, 
yn, 
HOOC CH— 
| 
HOOC—CO CH, 
C——CH, 
| | 
CH COOH 
Pi 
HOOC—CH, COOH 
Ciloidansiiure 


Die Umstellung der dritten Hydroxylgruppe in der Chol- 
siure von C,, aut C,, verschiebt somit die Auswirkungen der 
Aufspaltung von Ring III gegen den erschlossenen ‘Teil 
des Molekiils hin und schafft so nicht den erwarteten Angrifis- 
punkt, an dem die Aufklirung des vierten Ringes einsetzen 
kénnte. 

Die Ciloidansiure verliert, mit konz. Schwefelsiiure auf 60' 
erwarmt, auBer einem Mol Kohlenoxyd ziemlich genau ein 
Mol CO, und, wie die Analyse des zu mehr als 60°/, isolier- 
baren Reaktionsproduktes ergibt, auBerdem ein Mol Wasser. 
Der Vorgang verlaiuft nach der Gleichung: 

C.4H;,0:, ——> CyH3,.0, + CO + CO, + H,0O. 

Die entstandene Verbindung C,,H,,0, ist eine Keto-tetra- 
carbonsiure und enthilt 2 Ringe. Da ihre Oxydation mit 
Salpetersiiure einen Ring 6ffnet und aus der CO-Gruppe zwei 
weitere Carboxylgruppen bildet, mu die Ketogruppe in dem 
neugebildeten Ring gruppiert sein. 

Das Oxydationsprodukt der aus Ciloidansiure mit konz. 
Schwefelsiure hervorgegangenen Keto-tetracarbonsiure mit Sal- 
petersiure (1,40), eine Hexacarbonsiure, 


2K K 
——o C.2H 590, me cad -—_ C,.H;,0;. 
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ist wider alles Erwarten identisch mit Biloidansiure. Der 
einfache Ubergang, der hier stattfindet, erlaubt die vollkommene 
Reindarstellung der Siure, die bei den von uns bisher be- 
niitzten Methoden von der Cholsiure und der Biliansiure her, 
wie sich jetzt zeigt, nicht voll gewihrleistet war. Wir miissen 
die Formel C,,H,,0,, fiir Biloidansiure, die wir durch ihre 
sehr eingehende Bearbeitung fiir vollkommen gesichert hielten, 
durch den Ausdruck C©,,H,,0,, ersetzen. 

Der Unterschied in der Zusammensetzung ist nicht sehr 


erheblich. C,.H,:015 C = 54,10 H = 6,56 


C,,H,,9:2 C = 54,98 Hi = 6,77. 

Unsre Analysen der Saure, die wir veréffentlicht haben, liegen 
fir Kohlenstoff um 0,6—0,7°/, itber dem Wert von 54,1°/, 
bei den Estern ist der Unterschied geringer. Die Aquivalent- 
zahlen der sauren Ester stimmen besser auf die neue Formel, 
die Alkoxylzahlen befinden sich innerhalb der Fehlergrenzen, 
die Analysen des Bariumsalzes des Triithylesters ebenfalls. 

Beim neutralen Methylester sind die C-Werte auch um 
0,5°/, zu hoch, die Methoxylzahl aber um ein volles Prozent 
zu niedrig. Hier hat die Verseifung durch stiirkere Jod- 
wasserstofisiure unter Zusatz von Essigsiure-anhydrid jetzt 
auch etwas héhere Werte gebracht, die aber die theoretischen 
noch nicht ganz erreichen (31,91 und 32,22 anstatt 32,52). 
Unsere Molekulargewichtsbestimmungen stehen mit dem Durch- 
schnittswert 564 mit der neuen Formel des Hexamethyl- 
esters (572) noch besser im Einklang als mit der bisher an- 
genommenen (586). 

Der Abstand unserer friiheren Analysenwerte von der jetzt fest- 
stehenden Zusammensetzung der Biloidansiure ist immerhin so groB, 
daB nicht ohne weiteres dariiber hinweggegangen werden kann. Fiir 
die Sdure selbst ist bei einigen Priparaten die Beimengung einer schwer 
abtrennbaren kohlenstoffreicheren Siure ©,,H,,0;), die wir bei dieser 
Gelegenheit aufgefunden haben, nicht ganz auszuschlieBen, wenn auch 
wenig wahrscheinlich. Wir sehen den Grund der Abweichung vielmehr 
in einer allzu groBen Angstlichkeit vor der Schwerverbrennlichkeit der 
ganzen Substanzengruppe, die den einen von uns (Sch.) veranlaBt hat, 
die Verbrennungen allzu langsam, innerhalb 3—4 Stunden vor sich gehen 


za lassen, was bei Anwendung von Bleichromat erfahrungsgemiB leicht 
zu einem Zuviel an Kohlenstoft fiihrt. Nach dieser Erkenntnis sind 
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Saure und Derivate bei normalem Tempo im Sauerstoffstrom anstandslog 
richtig verbrannt worden. Borsche, Weickert und Meyer?) haben 
fiir die Biloidansiure die Formel C,,H,,0,, aufgestellt, die durch unsere 
Arbeiten vollkommen widerlegt ist. Aber in ihren Analysen sind sie 
doch an die jetzt endgiiltig bewiesene Formel der Séiure niher heran- 
gekommen als wir, was wir hier ausdriicklich anerkennen. Ihre Zahlen 
fiir Kohlenstoff bleiben zwar um_beinahe 0,5°/, unter der Theorie, der 
neutrale Methylester dagegen ist richtig analysiert, auch die Methoxyl- 
zahlen stimmen ausgezeichnet. Die Kritik an ihren Angaben iiber den 
sauren Methylester muB dagegen aufrecht erhalten werden. 


Biloidansaure und Norsolanellsaure. 


Die Formel der Biloidansaéure C,,H,,0,,, aus der Keto- 
tetracarbonsiure C,,H,,.0, eindeutig abgeleitet, steht somit fest. 
Wir kénnen sie noch weiter bekraftigen durch den jetzt ein- 
wandfrei gefiihrten Nachweis, daB das Abbauprodukt der aus 
Desoxycholsiure gewonnenen Solanellsiure C,,H,,0,,, die Nor- 

solanellsiure C,,H,,0,,, mit Biloidansiure identisch 
ist. Auf die groBe Ahnlichkeit der beiden Siuren haben wir 
schon in der XI. Mitteilung?) aufmerksam gemacht. Die ein- 
zigen Unterschiede, die wir dort anfiihrten, haben sich bei 
erneuter Priifung an reichlicherem Material als nicht zu Recht 
bestehend erwiesen. Auch Norsolanellsiure gibt bei geniigender 
Konzentration ein in der Kilte leicht, in der Hitze schwer 
lésliches Bariumsalz. Ebenso haben wir nach langerem Kochen 
ihrer waBrigen Lésung die prachtvollen Krystalle des f-Biloidan- 
siurehydrats erhalten kénnen. Damit laufen die Ergeb- 
nisse des Abbaues nach Sprengung der drei ersten 
Ringe von der Cholsiure und von der Desoxycholsaure 
her in der Stufe der Biloidansiure zusammen, Wir 
sind durch diesen Zuwachs an Beweismaterial in den Stand 
gesetzt, ihr Konstitutionsbild klarer zu diskutieren. 

Der in allen einzelnen Phasen durchgefiihrte Abbau der 
Desoxybiliansiiure zu Solanellsiure hat ihre Strukturformel auf 
zwei Méglichkeiten (IVa und b) beschrinkt. Die Umformung 
der Ringe I und III steht fest. Es hat sich aber schon fiir 





1) Ber. Bd. 54, 8. 3157 (1921). 
2) Diese Zs. Bd. 119, S. 95 (1922). 
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die Choloidansaure, die in der Abbaureihe steht, nicht ent- 
scheiden lassen, ob Ring II bei der Oxydation zwischen 6 und 7 
oder zwischen 7 und 8 ge@ffnet wird. Vgl. die Formeln [Va 
und IVb. Mit dieser Unsicherheit ist die Formel der Solanell- 
siure bisher noch behaftet. 


CH, CH, 
412% yan * 
HOOCi1s 71CH— HOOCi; CH— 
| | 
HOOC CH e HOOC CH 
te (LV a) ay (IV b) 
——CH, C—sCOOH 
| | | 
CH :COOH CH :COOH 
- £ ~s 3 a ier 
HOOC—CH, COOH HOOU—CH, CH, 


Die Struktur b) ist fiir Ring [IJ als Fiinfring ausgeschlossen, 
da Solanellsiure keinen Malonsiurekomplex enthilt. 

Fir die Brenzsolanellsiure C,,H,,O0, vom Schmelzp. 272°, 
die Vorstufe der Biloidansiure (der bisherigen Norsolanellsiure) 
ist keine Konstitutionsformel gegeben worden, da sowohl aus a) 
wie aus b) sich zahlreiche Cycloketone durch Abspaltung von 
CO, und H,O aus geeignet stehenden CO,H-Gruppen ableiten 
lassen. So enthilt die Formel [Va 5 Carboxylpaare in 1,6- 
oder 1,7-Stellung, nimlich 1,13, 7,13, 6,13, 3,7, 6,7, For- 
mel IVb deren 3, namlich 1,13, 3,8, 7,8. Nachdem aber 
jetzt von der Biliansiure aus iiber Ciliansiure und Ciloidan- 
siure eine zweite, der Brenzsolanellsiure isomere Vorstufe, 
die Keto-tetracarbonsiure C,,H,,0,, gefunden ist, die genau so 
wie die Brenzsaure durch oxydative Aufspaltung eines Cycloketon- 
ringes in Biloidansiure iibergeht, verringert sich die Auswahl durch 
die Forderung, daB zwei Keto-tetracarbonsaiuren mit verschieden- 
artigem Ketoring die gleiche Hexacarbonsiure liefern miissen. 


Wir wenden uns zuriick zu der Erkenntnis, die wir oben 
aus der Bildung der Biloidansiure von der Biliansiure her 
gewonnen haben. Es ergab sich mit einem hohen Grad von 
Wahrscheinlichkeit fiir die aus der Ciliansiure hervorgehende 
Ciloidansdure die Struktur einer a-Ketosiure, die sich von der 
Solanellsiure (Formel a) nur dadurch unterscheidet, daB an 
Stelle von Carboxyl in 1 die Gruppe CO-COOH haftet. Die 
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Verinderung durch konz. Schwefelsiure ist nun entscheidend, 
Wir haben festgestellt, daB die Polycarbonsiuren unseres 
Arbeitsgebiets durch dieses Reagens auch bei 100° nicht an- 
gegriffen werden. Weder aus der fiinfbasischen Choloidansiure, 
noch auch aus der sechsbasischen Solanellsiiure, auch nicht aus 
der Biloidansiure wird CO, abgespalten. Eine Cycloketon- 
bildung analog wie unter der Wirkung erhéhter Temperatur 
findet in keinem Fall statt. Die CO,-Abspaltung hingt eng 
mit dem Verlust von CO (und Wasser) zusammen und ist nur 
den a-Ketosiuren eigentiimlich. Die Reaktion ist demgemiif 
nur bei der Ciloidansiure, der Ciliansiure und einer dritten, 
demnichst zu beschreibenden a-Ketosiiure beobachtet worden 
Es geht, wie wir glauben, aus dieser scharfen Beschrankung 
der Reaktion zweifellos hervor, daB der neue Ketonring sich 
direkt unter Abspaltung der Bestandteile der Oxalsiure aus 
einem 1,7- oder 1,8 @-Keto-Dicarbonsiuresystem bildet, nicht 
iiber ein Zwischenprodukt, das nur Kohlenoxyd abgespalten hat, 
und das im vorliegenden Fall mit Solanellsiure identisch wire.’ 

In der Ciloidansiure treffen wir nun, mégen wir sie von 
der Formel a oder b der Solanellsiure vorliufig ableiten, nur 
ein solches System, nimlich das der Kette 2,1, 9,10, 11, 12, 13, 
dasselbe, das auch in der Ciliansaéure enthalten ist. Wir nehmen 
darum an, daB das Produkt der Reaktion mit konz. Schwefel- 
siure, die mit Brenz-solanellsiure isomere Keto-tetracarbonsiure 
C,,H,,0, zwischen 1 und 12 den neuen Ring geschlossen hat. 





CH, CH, 
AN [> 
HOOC:1; 1:1CH— 11CH— 
: | OCi | + COCO 
HOOC—OC: 10CH, \ i0CH, | 
Pe. UN 0 
oon, c——th, 
| | | | 
CH COOH CH COOH 
Pi i" 
HOOC—CH, COOH HOOC—CH, COOH 


Wenn diese Auffassung richtig ist, kann die Biloidansiure 
nur durch oxydative Sprengung des neuen Fiinfrings zwischen 





1) Es wird zu untersuchen sein, ob die noch nicht beschriebene 
o-Keto-pimelinsiure sich auch in der hier angenommenen Weise umsetzt. 
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1 und 12 aus der Keto-tetracarbonsiiure entstehen, und keine 
andere Konstitution als die nachstehende ist fiir sie méglich. 
Es ist dann auBerdem sicher, daB C,, auch im urspriinglichen 
Gallensiuremolekiil 2 Wasserstoffatome trigt, und daB dort 
keine Ankniipfungsgelegenheit fiir den letzten Ring sich be- 
findet (wie dies auch bisher angenommen worden ist). 


HOOC 
ie 


CH— 
| 
HOOC CH, 
ae i 
CH, 
| 


| 
CH COOH 


| ae 

HOOC—CH, COOH 
Ks ist jetzt zu untersuchen, ob und wie wir auch von der 
Solanellsiure iiber ihre Brenzsaiure zur Biloidansiure von der 
so angenommenen Konstitution gelangen kénnen. Von den 
beiden oben gegebenen Formeln der Solanellsiure laBt sich 
aus Formel [Vb keine Brenzsiure bilden, die bei der Oxy- 
dation in Biloidansaure iiberginge. Von den fiinf Méglichkeiten 
der Brenzsiurebildung, die Formel IVa in sich schlieBt, fallen 
die der Kombination 1,183—3,7—6,7 ebenfalls weg. Dagegen 
kénnen aus den Carboxylpaaren 7,13 und 6,13 Keto-tetra- 
carbonséuren hervorgehen, die sich zu der gleichen Siure 
oxydieren lassen, wie die neue isomere Keto-tetracarbonsdure 
aus Ciloidansiure. Wir geben die Formulierung fiir den ersten 
Fall unter Annahme von Ring II als Sechsring’) 





CH, CH 
AA 
HOOG1s 11CH—C,,H,, - COOH ; / Wa—0,H,,- COOH 
| =C | 
HOOC: 10CH CH 
be al 1 a 
CH, sOH- COOH eer (SH, OCH-COOH 
| 
>CH- COOH CH - COOH 
af | 
P. CH, 
| 
HOOG COOH 





1) Der einfachen Formulierung wegen ist der noch unerschlossene 
Rest C,,H,,.COOH an C,, angehingt. 
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HOOC 
bH—0,,H,,- COOH 
HOOC- CH,—GH 
—> LW. COOH 


| 
CH - COOH 


| 
CH, 


doo 

Die Kette ist hier gegen die vorige Formel umgestellt; sie isi 
aber in beiden Fallen die einer Pimelin-f,y-dicarbon-f’-essig- — 
siure (wenn der urspriingliche Ring II sich als Fiinfring er- 
weisen sollte, wiirde der Rest der Essigsiure auch in y- stehen), 
Die Solanellsiure hat die Kette der homologen Korksiure. 

Die zweite Brenzsolanellsiure, die in Biloidansiure iiber- 
gehen kann, formuliert sich, ebenfalls umgestellt, folgender- 
maBen: 





CH, CH, 
HOOCi3 11CH— CO CH— 
HOOCS cao 
pe CH OH, 
9 i F< 7h a 
HOo¢é—H, O——CcH,—COOH HOOC—CH, C—OH,- COOH 
oe | 
COOH COOH 
HOOC 
| 
CH— 
| 
CH, 
ie 
—> H00C—C—OH,- COOH 
| 
CH - COOH 
| 
CH, 
| 
COOH 


Wir glauben, daB durch die systematische Kinkreisung von 
zwei ganz verschiedenen Seiten her der Ring um die so ganz 
besonders widerspenstige Biloidansiure geschlossen ist, und 
daB ihre Struktur jetzt feststeht. 
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Es ist gefunden worden, daB Biliansiiure schon durch 
verdinnte Salpetersiure (1,32) in ganz kurzer Zeit, wenn 
auch nur in einer Ausbeute von héchstens 15°/, zu Biloidan- 
siure oxydiert wird. Diese Tatsache ist in mehrfacher Hin- 
sicht so bemerkenswert, daB sie eine kurze Erérterung ver- 
langt. Es ist ausgeschlossen, daB der Weg auch hier iiber 
Ciliansiure und Ciloidansiiure fiihrt, denn diese beiden Siuren 
lassen sich nicht einmal bei 10 stiindigem Erhitzen mit 
starker Salpetersiture (1,4 D) in Biloidanséure iiberfiihren. 
An der Biliansiiure muB vielmehr der Angriff des Oxydations- 
mittels zu beiden Seiten der Ketogruppe in Ring IIT einsetzen. 





CH, HOOC 
Pale * 
CO CH— CH— 
| Ht | | 
CH CH, HOOC CH, 
HOOG G—CH, C.._.47, 
| Wt | | | 
CH CO CH COOH 
Y ig ail Pin 
HOOC—CH, CH, HOOC—CH, COOH 


Wenn gleichzeitig der sonst so widerstandsfaihige Ring II oxy- 
dativ geéffnet wird, so haben wir als Erklarung hierfiir nur 
die gefiihlsmiBige Vorstellung, die an Ring III sich abspielende 
Reaktion bedinge wihrend ihres Ablaufs Anderungen der mole- 
kularen Bindungsverhiltnisse, durch die auch der an sich 
stabile Ring IT der Einwirkung der Salpetersiure zuginglich 
gemacht wird. Wir denken dabei weniger an einen ,,auflockern- 
den“ EinfluB  stickstoffhaltiger Zwischenprodukte (Nitroso- 
kérper, Oxime), die wir zweifellos in den Gang der Oxy- 
dation durch Salpetersiure einzusetzen haben, als an intra- 
molekular gekoppelte Reaktionen, derart, daB die in der 
primir beteiligten Zone des Molekiils frei werdende Energie 
dazu benutzt wird, Widerstiinde an anderen Molekiilbezirken 
aufzuheben. 


Auf die Tatsache, daB diese iibersichtliche Entstehungs- 
weise der Biloidansiiure eine weitere Stiitze fiir die ihr ge- 
gebene Konstitution bildet, sei nur hingewiesen. 


Wenn, wie am Anfang dieser Abhandlung erwaihnt wurde, 
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bee 


Ciliansiure und Ciloidansiure mit rauchender Salpetersiiure, 
wenn auch in geringem Betrag, direkt zur Biloidansdure oxy- 
diert werden kénnen, so scheint diese Tatsache mit der fiir 
sie bewiesenen Struktur in Widerspruch zu stehen. Denn es 
ist nicht wahrscheinlich, daB eine Carbonsiurekette durch 
Salpetersiure zum nichst niederen Gliede abgebaut wird. 
Auch hier wird die Reaktion wohl anders verlaufen, und zwar 
wahrscheinlich so, daB die wasserfreie Salpetersiiure die Rolle 
der konz. Schwefelsiure iibernimmt und als Zwischenprodukt 
die Keto-tetracarbonsiure bildet, die den Schliissel zur Kon- 
stitutionsermittlung abgegeben hat. So erkliren wir uns auch 
den Erfolg der besseren Ausbeute, die Letsche durch Ver- 
wendung von Salpeter-Schwefelsiure bei der direkten Oxydation 
der Cholsiiure erzielt hat. Denn konz. Salpetersiure (1,4) allein 
liefert nur einen ganz sparlichen Ertrag an Biloidansiiure. — 
Es sind somit drei grundsitzlich verschiedene Wege, die zur 
Biloidansiure fihren: 


1. Oxydation der Cholsiiure mit starker Salpetersiure iiber 
die Zwischenstadien Dehydrocholsiiure C,,H,,0,, Biliansiure 


C,,H,,0,, Ciliansiure C,,H,,0,,, Ciloidansaure C,,H,,0,,, Keto- 
tetracarbonsiure C,,H,.Q,. 

2. Oxydation von Bilianséure mit verd. Salpetersiure. 

3. Oxydation von Brenzsolanellsiure. 


Als 4. Bildungsweise kommt hinzu die durch Oxydation 
der Brenz-desoxybilianséure') mit rauchender Salpetersiure. 


CH, HOOC 

Pi 
H,Ci13; CH— CH— 

| I | 
HC: CH, Hooc | C 
te i ae ge 
co W—vca, ©——0H, 

| 
CH,—CH CO CH COOH 
er 
CH, HOOC-—CH, COOH 


Die Entstehung der Biloidansiure ist hier unerwartet, da 
Ring III in nicht ganz durchsichtiger Reaktion von C,, her 





1) Diese Zs. Bd. 114, S. 172 (1921). 
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abgebaut wird. Eher wiire auf Solanellsiure zu rechnen ge- 
wesen, die aber auch aus der ihr noch niherstehenden Diketo- 
dicarbonséure C,,H,,0, (Formel V) nicht zu gewinnen war. 
(Diese Saiure laBt sich auch nicht zur Biloidansdure oxydieren.) 


& oe 
Pe 
GH, CH— HOOG cH— 
| | | 
co CH, wv) HOOC CH, - 
—ou, G—COOH ° ) 
| 
CH CO OH 
Pe, Ps 
HOOC. GH, GH, HOOC—GH, COOH 


Obwohl zugegeben werden mu, daB aus der Bildungs- 
weise 4 die bisher fiir die Norsolanellsiure (= Biloidansiure) an- 
genommene Konstitution (Formel VI) als wahrscheinlich hervor- 
geht, so glauben wir doch, durch die in der vorliegenden Mitteilung 
wiedergegebenen Tatsachen das Strukturbild der Biloidansdure 
mit hinreichender Bestimmtheit entwickelt zu haben. 


Die Brenzreaktion der Biloidansdure. 


Schon Letsche?) hat festgestellt, da& die Biloidansiure 
beim Erhitzen tiber ihren Schmelzpunkt 2 Molekiile CO, ab- 
spaltet; die Isolierung des Reaktionsprodukts ist ihm nicht 
gelungen. Gleichzeitig mit dem Kohlendioxyd werden auch 
ungefihr 2 Molekiile Wasser abgegeben. Es ist aber trotz 
groBer Materialopfer nicht gegliickt, den Kern der Brenzreaktion, 
das Produkt der zweifachen CO,-Abspaltung krystallisiert zu 
erhalten. Man trifft bei jeder Form der thermischen Zersetzung 
auf gelbe, amorphe Saéuren, die wohl durch Polymerisation ent- 
standen sind. Immerhin haben wir eine Brenz-biloidan- 
siure isolieren kénnen, aber sie ist ein Nebenprodukt, unter 
Verlust von nur 1 Mol CO, und 2 Molekiilen Wasser aus Bi- 
loidansiure entstanden. Diese Saiure hat die Zusammensetzung 
C,,H,,0,; sie ist dreibasisch und ungesattigt. Von der 
sechsbasischen Biloidansiure, die dabei nur 1 Mol CO, ab- 
gegeben hat, kann sie sich nur in der Weise ableiten, dab 
zuerst aus zwei geeignet — wohl in 1,6-Stellung — gruppierten 


1) Diese Zs. Bd. 61, S. 215 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXIII. 15 
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Car boxylen unter Cycloketonbildung eine Keto-tetracarbonsiiure 
hervorgegangen ist, und daB dann ein weiteres Carboxyl sich 
mit der gebildeten Ketongruppe unter Wasserabspaltung zum 
ungesittigten Lacton umgesetzt hat. Ein analoger Fall, der 
in dem Ubergang von Livulinsiiure in Angelika-lacton seinen 
einfachsten Ausdruck hat, liegt schon in der Bildung der 
Brenz-Prosolanellsiure!) vor. Analog dieser wird auch die 
Brenzbiloidansaiure durch Alkali in der Hitze in eine offene und 
gesittigte Ke to-tetracarbonsaure C,,H,,0, umgewandelt, die 
in Gestalt ihres prichtig krystallisierten Hydrats gewonnen wird. 
Die nachstehende Formulierung der Brenzreaktion soll lediglich 
eine Méglichkeit des Reaktionsverlaufs zum Ausdruck bringen. Die 
Kohlenstoffkette der Biloidansiiure ist gegen bisher umgestellt 





COOH 
i. 
HOOC CH— 
| | 
HOOC—H,C—CH (CH, - 
C——CH, 
| | 
HOOC COOH 
CO ; 
i 
HOOC - H,C—CH H— Z IN 
\ | — H,0 H,C 4  CH— 
\ CH, ae \y | 
sail oe + H,O C CH 
6... 4 
| C———-CH., 
HOOC COOH ] 7 
HOOC COOH 
Offene Keto-tetracarbonsiure Brenzbiloidansaure 
C.,H;,0, C,H,,05 


Die Brenzbiloidansiure kénnen wir nur in einer Ausbeute von 
héchstens 5°/, aus ihrer Stammsiure erhalten, die auch nicht 
gerade leicht zugiinglich ist. Dadurch wird dem weiteren 
Vordringen von der Biloidansiure aus ein Halt geboten, das 
Interesse fiir diesen Teil des Gebiets wird abgelenkt auf die 
anscheinend tiefer greifenden Veranderungen, die die Ciloidan- 
siure bei der Oxydation am Knotenpunkt des Molekiils, am 
Kohlenstoffatom 9 (vgl. die Formel auf S. 220) erfahrt. 
-1) Diese Zs. Bd. 114, S. 169 (1921). 
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Beschreibung der Versuche. 


Oxydation der Ciloidansiure mit Salpetersaure 1,52. 


5 g reine Ciloidanséure werden mit 25 ccm rauchender 
Salpetersiure (D. = 1,52) itibergossen, wobei allmihlich schon 
in der Kalte Lésung eintritt. Durch Erhitzen auf dem Wasser- 
bad wird die Reaktion in Gang gebracht, die nun unter an- 
dauernder miBiger Entwicklung nitroser Gase vor sich geht. 
Nach etwa 6 Stunden tritt eine schwache Triibung der vorher 
klaren Lésung ein; der sich nun ausscheidende krystallinische 
Niederschlag vermehrt sich nach und nach. Nach 10 stiindigem 
Krhitzen entweichen nur noch ganz geringe Mengen von Stick- 
stoffdioxyd. Das Reaktionsgemisch wird jetzt mit 10 ccm 
Wasser versetzt und tiber Nacht stehen gelassen. Nach dem 
Absaugen, Waschen mit verdiinnter Salpetersiure und wenig 
Wasser wurde ein schneeweiBes Produkt in einer Menge von 
0,6 g erhalten. Es wird nun zunichst aus etwa 18 ccm Wasser 
umkrystallisiert. Kugelige, harte Krystallwarzen, wie sie fiir 
Biloidanséiure charakteristisch sind. Schmelzp. 227° unter Zer- 
setzung. Durch abermaliges Umkrystallisieren aus 50°/, iger 
Kssigsiure wird die Siure rein erhalten in Gestalt flacher 
prismatischer Nadeln vom Schmelzp. 228° (unter Zersetzung), 

0,1255 g Substanz gaben 0,2481 g CO, und 0,0776 g H,O. 


C,.H5,015 Ber. C 54,10°/, H 6,56, 
Gef. ., 53,93 » 6,92 
Titration: 0,0281 g verbrauchten 3,45 cem n/10-NaOH. 
0,1536 g - 18,65 ,, a 


Aquivalent: 81 und 82, ber. 81. 

Spezifische Drehung (in Alkohol): Konz. 4,067°/,. 

Abgelesener Winkel: + 0,28° (5 em-Rohr). 

[a]},> = + 13,8°. 

Die Identitit der Siure mit Biloidansiiure wurde auBer- 
dem durch die Uberfithrung der Siiure in verschiedene Deri- 
vate sichergestellt. 

Zunichst wurde durch Umsetzen des Silbersalzes mit 
Methyljodid der neutrale Methylester hergestellt, Schmelz- 
punkt 90°. Misch-schmelzpunkt mit dem neutralen Methylester 
der Biloidansiure ebenfalls 90°. 


15* 
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5,547 mg Substanz gaben 11,958 mg CO, und 3,942 mg HO. 
CxsH,,012 Ber. C 58,74°/, H 7,69°, 
Gef. ,, 58,81 » 1,95 

Triathylester. Der nach gegebener Vorschrift dargestellte 
Kster schmolz ohne Umkrystallisation bei 201—202% Der 
Misch-schmelzpunkt zeigte keine Depression; das Bariumsalz 
krystallisierte wie dort in quadratischen Blattchen. Durch 
1 stiindiges Kochen des Triithylesters mit n/2-NaOH und Filllen 
mit n-H,SO, wird der fiinffach saure Ester erhalten, der in 
Krystallform und Schmelzpunkt vollkommen mit dem gleichen 
Ester der Biloidanséiure iibereinstimmte. Schmelzpunkt des 
einmal aus Wasser umkrystallisierten Esters 209°. 

Um ganz sicher die Identitat der Siure mit Biloidansiiure zu 
beweisen, wurde schlieBlich die neue Saure in der 50 fachen Menge 
Wasser 5 Stunden am RiickfluB gekocht. Beim Einengen der 
Lésung krystallisierte, wie erwartet, die Hydratsiure in groBen 
glanzenden, gedrungenen Prismen aus, die, einmal aus sehr 
wenig Wasser umkrystallisiert, genau wie @-Biloidansdurehydrat 
bei 145° unter Aufschiaumen schmolzen, um beim weiteren 
Erhitzen wieder fest zu werden. Der endgiiltige Schmelzpunkt 
lag wie dort bei 220° (unter Zersetzung). Die Mischung mit 
einem Kontrollpraparat von #-Biloidansiurehydrat zeigte bei 
der Schmelzprobe keinen Unterschied. 

Damit ist die Bildung der Biloidansiure aus Ciloidansiure 
bewiesen. Die Oxydation der Ciliansaure verlauft gleich- 
artig wie die der Ciloidanséiure. Nachweis der Biloidansiure 
durch Krystallform und Schmelzpunkt. 


Die Zersetzung der e-Ketocarbonsiuren mit konz. 
Schwefelsiure. 


Die Polycarbonséuren werden, in der ungefaihr 15 fachen 
Menge konz. Schwefelsiure gelést, bei 100° sehr lang- 
sam verandert. Bei der Choloidansiure tritt geringfiigige 
Oxydation (SO,) unter Gelbfarbung ein, aber CO, und CO werden 
im Verlauf von 11/, Stunden nicht abgespalten. Die Bestim- 
mungen wurden zum Nachweis von Kohlenoxyd im Kohlen- 
siurestrom mit Eudiometer vorgenommen, auf CO, wurde im 
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Stickstoff- oder Wasserstoffstrom gepriift, indem die entstehenden 
Gase durch ein Péligot-Rohr mit n/10-Jodlésung — zur Aufnahme 
von SO, — in eine Vorlage mit Barytwasser gedriickt wurden. 

Solanellsiure blieb, 1 Stunde lang dieser Behandlung aus- 
gesetzt, vollkommen unangegriffen. Nach dem EingieBen der 
Schwefelséurelésung in das doppelte Volumen Wasser krystalli- 
sierte die Siure nach einigem Stehen unverindert wieder aus. 
Im Einklang damit waren weder CO, noch CO nachzuweisen. 

Pseudo-choloidansiure wird langsam unter Oxydation 
in dunkler gefairbte Produkte iibergefiihrt, die zum Teil wohl 
auch auf dem Wege der Kondensation entstanden sind. 

Biliansdure verliert ebenfalls kein CO, wird aber ziem- 
lich rasch unter Oxydation und Kondensation in wenig erfreuliche 
Stofie umgewandelt. 

Ciliansiure gibt die einem Mol entsprechende Menge 
Kohlenoxyd ab. 

In einem mit kleinem Tropftrichter versehenen Fraktions- 
kolben, dem ein Kudiometer angeschlossen war, wurden 0,5 g 
Ciliansiure durch 5 ccm konz. Schwefelsiure zersetzt, die 
man aus dem ‘Tropftrichter einflieBen lieB, nachdem alle 
Luft durch CO, verdrangt war. Nach 30 Minuten bei 100° 
kam die CO-Entwicklung zum Stillstand. 

Aufgefangen wurden 22,4 com CO, bei zwei weiteren Ver- 
suchen die entsprechende Menge, also ungefahr so viel, als einem 
Mol entspricht (= 24 ccm). Das Gas brannte mit blaBblauer 
Flamme und wurde von ammoniakalischer Cuprochloridlésung 
vollkommen absorbiert. Weitere Versuche lehrten, daB gleich- 
zeitig auch Kohlendioxyd abgespalten wird. 0,5 g Ciliansiure 
entwickelten in 2 Stunden bei 100° 0,0451 g CO, = 9,03°/,, 
ber. 9,21°/,.. Es hat sich aber ein Reaktionsprodukt der Cilian- 
siure nicht fassen lassen. Man erhalt eine dunkelbraune Lésung, 
die beim HingieBen in Wasser ein braunes Harz abscheidet, 
zweifellos ein Kondensationsprodukt. Darauf deutet die wunder- 
volle tiefblaue Fluorescenz hin, die der verdiinnten Lésung 
eigen ist. 

Die Reaktion der Ciloidansiure geht schon bei 60° 


vor sich 
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0,37 g Substanz gaben 15,0 cem CO (25° u. 743 mm). 
1,0 g * » 47,4 cem CO (20° u. 741 mm). 
10 ¢g “ »  0,08206 g CO,,. 
Ber. CO 5,3°%, CO, 8,3%, 
Gef. ,, 4,43, 5,3 ,, 8,21 
Beim EingieBen der schwach gelb gefairbten Reaktions- 
lésung in Wasser scheidet sich die entstandene Keto-tetra- 
carbonsaure C,,H,,0, als voluminéser, amorpher Niederschlag 
ab. Er wird nach einigem Stehen abgesaugt und aus heibem 
Wasser umkrystallisiert, in dem er leicht léslich ist. Beim Er- 
kalten erstarrt die Lésung zu einer Gallerte, die aus haarfeinen, 
mikroskopischen Nadeln zusammengesetzt ist. Aus 50°/, Kssig- 
siure gewinnt man schlieBlich die Siure rein in gut aus- 
gebildeten Nadeln. Der Schmelzpunkt liegt, nicht scharf, bei 
238°, andert sich aber auch nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren nicht. 


0,1258 g Substanz gaben 0,2773 g CO, und 0,0866 g H,O. 


0,1540¢ —,, , 0,3380 ¢ CO, ,, 0,1054 g H,O. 
4,977 mg, »  10,893mg CO, ,, 3,290mg H,0. 
C..H,.0, Ber. C 60,0%,  H 7,28%, 
Gef. ,, 60,13 > 1,70 

»» 39,88 1» 1,65 

» 59,70 iy 1,89 
Titration: 0,0602 g Substanz verbrauchten 5,33 eem n/10-KOH. 

0,2223 2 a 19,65 ,, e 

Aquivalent (Mol.-Gew. 440). Ber. 110. Gef. 114, 113 


Spezifische Drehung (in Alkohol), Konz. 1°/,. Abgelesener 
Winkel im 2 dm-Rohr + 1,470°. 


[aio = + 73,5°. 


Die Oxydation der Keto-tetracarbonsiure 
zu Biloidansaéure. 


3 g der Siure C,,H,,0, werden mit 21 ccm Salpetersiure, 
(D = 1,4) tibergossen. In der Kilte tritt keine Liésung ein, 
erst auf dem siedenden Wasserbad unter gleichzeitiger reich- 
licher Entwicklung von NO,-Dampfen. Aus der vollkommen 
klaren Lésung scheiden sich schon nach 3 Minuten feine Krystall- 
nadeln ab, deren Menge sich rasch vermehrt. Nach 1 Stunde 
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}aBt die vorher sehr heftige Reaktion nach, doch wird noch 
3 Stunden weiter erhitzt, bis die Reaktion nahezu vdllig be- 
endet ist. Unter Zusatz von 15 com Wasser wird iiber Nacht 
stehen gelassen und dann die schneeweiBe Krystallmasse, aus pris- 
matischen Nadeln bestehend, abgesaugt und mit verdiinnter Sal- 
petersiure und wenig Wasser gewaschen. Ausbeute 1,5 g = 60°/,. 
Aus Wasser umkrystallisiert, wird die Saure in harten Kérnern 
erhalten, die aus dreieckigen Bliittchen mit abgerundeten Ecken 
bestehen. Schmelzp. 229°, Aus 50°/, iger Essigsiure flache lang- 
gestreckte Prismen. Schmelzp. 229—230° Beide Krystallformen 
sind genau die gleichen wie die der nach den andern Methoden 
dargestellten Biloidansiure. 


0,1801 g Substanz gaben 0,3562 g CO, und 0,1100 g H,0. 


3.750 mg e » 7,450 mg ,, » 2129 meg ,, 
5,000 mg » 9,877 mg ,, » 93,037 mg ,, 
C,.H,.0,, Ber. C 54,10 °/, H 6,56 °/9 
Gef. ,, 53,99 », 6,83 
», 94,19 », 6,56 
», 03,89 » Gee 


Titration: 0,1246 g Substanz verbrauchten 14,66 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent 85. Ber. 81. 
Spezifische Drehung: 1°/, ige alkoholische Lésung im 1-dm-Rohr. 
Abgelesener Winkel + 0,145°. 
ja]h® = + 14,5°. 


Die in Krystallform, Schmelzpunkt, Analyse und Aqui- 
valentgewicht mit Biloidansiure iibereinstimmende Saure wurde 
dadurch als identisch mit Biloidansiure erkannt, daB sie wie 
diese ein in der Hitze schwer lésliches Bariumsalz bildet und 
beim mehrstiindigen Kochen mit Wasser eine Hydratsiure 
ergibt von denselben Eigenschaften wie die aus Biloidansiure 
dargestellte. 


Oxydation von Biliansaure mit Salpetersaure 
(D. = 1,32). 

12 g Biliansiure werden mit 85 ccm Salpetersaure (D. = 1,32) 
iibergossen, worin in der Kialte keine glatte Lésung erfolgt. 
Auf dem siedenden Wasserbad erhitzt, tritt unter sofortiger 
Lésung eine heftige Reaktion ein, die mit  reichlicher 
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Entwicklung von NO,-Dampfen verbunden ist. Schon nach 
35 Minuten scheiden sich einzelne glinzende Krystalle ab, die 
Lésung triibt sich und der Niederschlag vermehrt sich zu- 
sehends. Nach 5sttindigem Erhitzen findet nur noch eine 
schwache NO,-Entwicklung statt, weshalb die Oxydation unter- 
brochen wird. Man versetzt mit 70 ccm Wasser, li8t iiber 
Nacht stehen, saugt ab und wischt mit verdiinnter Salpeter- 
siure und wenig Wasser. Das schneeweiBe Reaktionsprodukt 
(2 g) wird aus Wasser und 50°/, iger Essigsiiure umkrystalli- 
siert und daraus in den fiir Biloidansiure charakteristischen 
Krystallformen erhalten. Schmelzp. 228—229° (Zers.). 

0,2043 g Substanz gaben 0,4030 ¢ CO, und 0,1242 g H,O. 


0,2031¢ » 0,4012¢ , 4, 0,1244¢ 
C,,H,;.0,, Ber. C 54,10 °/, H 6,56 °/, 
Gef. ,, 53,82 , 6,80 
» 53,89 » 6,85 


Ferner wurden nochmals Praparate analysiert, die nach 
dem beschriebenen Verfahren') aus Cholsiure mit HNO, (1,52) 
gewonnen waren. 

0,1564 g Substanz gaben 0,3092 g CO, und 0,0971 g H,O. 


O1579¢ 4 » 03144¢ , 4, 0,0960¢g , 
02275 ¢ ,, » 044868 ,, 4 0,1884¢ ,, 
C..H,,9,; Ber. C 54,10 °/, H 6,56 °/, 
Gef. ,, 53,93 » 6,94 
 D4,82 , 6,80 
, 58,81 , 6,81 


Neutraler Methylester der Biloidansdure. 


Der neutrale Methylester wurde, wie friiher*) beschrieben, 
hergestellt. Trotz der jetzt mit der Theorie iibereinstimmenden 
Analyse (vgl. auch S. 228) haben wir auch bei Anwendung von 
Jodwasserstoffsaure (D. 2,0) in 6 Bestimmungen noch durchschnitt- 
lich um 1°/, zu niedrige Werte gefunden, namlich: 31,0; 31,38; 
31,37; 31,72; 31,0; 31,88. Dieses Ergebnis ist das gleiche 
wie friher. Die Praparate waren im Hochvakuum destilliert 
und zweimal aus Petrolither umkrystallisiert; ihre Reinheit 





1) Diese Zs. Bd. 119, S. 79 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 119, S. 81 (1922). 
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stand auBer Frage. LErst der Zusatz von Essigsiureanhydrid 
lieferte etwas héhere Werte. 


0,2170 g Substanz gaben 0,4664 ¢ CO, und 0,1568 g H,O. 
C,;H,,0,, Ber. © 58,74°%,  H 7,69°%, 


Gef. ,, 58,64 »» 8,08 
0,1369 g Substanz gaben 0,3309 g AgJ. 
01514g ,, » 0,3696g ,, 
Ber. fiir 6 OCH, 32,52 °/, Gef. 31,91, 32,22 


Die Brenzreaktion der Biloidansiure. 


In einem kleinen Rundkélbchen werden etwa 3—5 g 
Kiloidanséure unter Evakuieren im Metallbad zunachst auf 
230° erhitzt, bis die Siure geschmolzen ist. Schon bei dieser 
Temperatur setzt eine duBerst lebhafte Reaktion ein, was oft 
zu einem Verstopfen des Ableitungsrohres fiihrt. Nachdem das 
Aufschiumen etwas nachgelassen hat, wird mit der Temperatur 
auf 245—250° gegangen. Unter heftigem Blasenwerfen geht 
die Zersetzung weiter, bis gegen SchluB, nach etwa 11/, Stunden, 
nur noch vereinzelte Blischen aus der Schmelze aufsteigen. 
Durch Wiagen wird festgestellt, ob die Abnahme 25-—26°/, 
(2CO, + 2H,O) betragt. Das braunlich gelb gefirbte, glasartige 
Reaktionsprodukt lést sich leicht und vollstiindig in Ather. 
Nach vieler Miihe gelang es, daraus ein krystallinisches Pro- 
dukt zu isolieren; weder die Reinigung iiber das Baryum- oder 
Silbersalz, noch die Fallung mit Bleiacetat u. a. hatten Erfolg. 
Nur durch fraktioniertes Ausschiitteln der atherischen Lésung 
mit n/10-Natronlauge und nachheriges Fallen mit n/10-HCl lieB 
sich eine krystallisierte Substanz gewinnen. In einem kleinen 
Ncheidetrichter wird die Atherlésung fraktioniert mit je 10 bis 
20 ccm n/10-NaOH ausgeschiittelt; anfangs wird die Siéiure aus 
der Atherlisung ohne bedeutende Farbvertiefung herausge- 
nommen. Wenn die waBrige Lisung sich tief gelb farbt, wird 
die erste Fraktion abgebrochen, die vereinigten Ausziige auf 
dem Wasserbade vom Ather befreit und dann unter Zusatz 
von Tierkohle in der Siedehitze mit verdiinnter Salzsiure ge- 
fullt. Nach einigem Stehen scheidet sich aus der heiB filtrierten 
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farblosen Lisung die Brenzsaure in facherformig angeordneten 
Nadelbiischeln ab. Auch aus den spiteren Fraktionen lassen 
sich auf gleichem Wege noch geringe Mengen von Brenzsiiure 
gewinnen. Die Krystallisationen (durchschnittlich 3°/,, héch- 
stens 5°/, der eingesetzten Biloidansiure) werden abgesaugt 
und nach dem Trocknen mit wenig Ather verrieben. Der Ather 
hinterliBt eine Krystallisation, die, erneut mit Ather verrieben, 
Schmieren an diesen abgibt. Die reinweiBen Rohsaiuren werde: 
zweimal aus heiBem Wasser und zuletzt aus 20°/,iger Kssig- 
sdure umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt der im Mikroskop 
durchaus einheitlichen Praparate (feine prismatische Nadeln 
hegt nicht ganz scharf bei 193—195° (Zers.). Bei weiterem 
Erhitzen wird die Schmelze dunkelbraun. Dieselben Eigen- 
schaften besaBen auch Priparate, die auBerdem noch aus Kssig- 
ester umkrystallisiert waren. 


Aus dem #-Biloidansaéurehydrat wird unter den gleichen 
Bedingungen die gleiche Brenzsaure erhalten. Analysen vel. 
unten. 


5,120 mg Substanz gaben 11,585 mg CO, und 3,422 mg H,O. 


3,839 mg - " 8,605 mg ,, » 2,001 mg ,, 
4,970 mg " »  11,251mg ,  ,, 3,295 mg ,, 
5,015 mg - »  12,469mg , ,, 3,304 mg ,, 
6,125 mg se » eee. » Femme » 
5,338 mg ys >» 207TOme , +», F840me ., 
4,413 mg 9 ” 9,989 mg , , 2,815 mg ,, 
Ct,,0, Ber. C 61,76 °/, H 6,86 °/, 

Gef. ,, 61,81 » 1,48 

», 61,24 9» 1,29 

», 61,68 . 6,74 

,, 62,26 5 ae 

,, 61,78 », 6,9 

,, 61,67 ee P 

»» 61,73 ee 


Analysen der Brenzbiloidansiiure aus Hydratsiaure. 


6,070 mg Substanz gaben 13,721 mg CO, und 3,866 mg H,0. 
6,780 mg ., » DS8tOme , », siTimge , 
5,99 mg 9 »  13,606mg , , 3,745 mg 


” 


7,208 mg 9 »  16,350mg , ,, 4,543 mg ,, 
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C,H..0, Ber. C 61,76°/, HH 6,86°%, 


Gef. ,, 61,67 » 13 
, 61,61 » 6,90 
» 61,97 » 7,00 
» 61,88 1,05 
Titration: 0,0660 g Substanz verbrauchten 4,85 cem n/10-NaOH. 
01110g 3, Ys ot , wir . 
0,0990¢ , iu 7,27 ,, n/10alk.Kali 
Aquivalent: 186, 137, 136,5. Ber. 136. 


Die wabBrige Natriumsalzlésung der Brenzbiloidansdure 
entfarbt Permanganat sofort; in Eisessig erfolgt die Ent- 
farbung etwas langsamer. Die Saure lést sich ziemlich schwer 
in siedendem Wasser (etwa 1:100), sehr schwer in kaltem, 


spielend in Alkohol und Kisessig, schwerer in Essigester und 
Ather. 


Wiahrend die Brenzsiure in Alkalien in der Kilte unver- 
findert léslich ist, wird sie beim Erhitzen zu der 


Offenen Keto-tetracarbonsaure C,,H,,0, 

autgespalten. 

0,2 g Brenzsiure, in 4 ccm n/1-NaOH gelodst, werden 
5 Minuten lang zum Sieden erhitzt. Die hei®e Lésung wird 
mit konzentrierter Salzsiiure eben kongosauer gemacht. Beim 
Erkalten kommt die in Wasser viel leichter lésliche, neue 
Saure im glinzenden Drusen, die aus sechsseitigen flachen 
Prismen zusammengesetzt sind, heraus. Zur Reinigung wird 
aus wenig Wasser umkrystallisiert. Beim Trocknen im Vakuum- 
exsiccator verwittert die Substanz. Sie schiumt bei 185 bis 
188° auf, wird dann wieder fest, um bei etwa 233° endgiiltig 
zu schmelzen. Dieses Verhalten, durch das sich die offene 
Saure als Hydrat dokumentiert, zeigt sie auch nach dem 
Trocknen im Hochvakuum bei 105°; erst bei 130° geht das 
Hydratwasser langsam weg, Im Schmelzpunktsréhrchen erhitzt 
schiumt diese Substanz bei 185° nicht mehr, sondern schmilzt 
unscharf bei 231°. 


Die Analysen sind mit dem zur Konstanz getrockneten 
Hydrat ausgefiihrt. 
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6,592 mg Substanz gaben 13,700 mg CO, und 4,844 mg H,0. 


4,495 mg - 9,290 mg _,, » 2,990 mg ,, 
5,187 mg ” »  10,70lmg ,, , 3,390mg ,, 
5,901 mg a »  11,494mg ,, ,, 3,727 mg 
C,,H,,0, + H,O Ber. C 56,76 %, H 7,21 °/, 
Gef. ,, 56,7 ~ at 
» 56,38 5 1,44 
», 56,28 5» 1,41 
» 936,98 », 1,58 


Titration: Hydrat zur Konstanz getrocknet bei 105°. 

0,0374 g Substanz verbrauchten 16,82 ccm 0,0198 n-NaOH. 

0,0670 g os ‘ 5,93 ,, n/10-NaOH. 
Aquivalent: 112, 113. Ber. fiir C,,H,;,0, + H,O (4bas.) 111. 
Hydrat 2 Stunden auf 130° im Hochvakuum erhitzt. 

0,0310 g Substanz verbrauchten 14,3 cem 0,0198 n/10-NaQH. 
Aquivalent: 109.  ©,,H,,0, Ber. 106,5°). 
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XV. Mitteilung. 


Uber die Pseudocholoidansaure. 


Von 
Heinrich Wieland. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat, Freiburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1922.) 


Die Pseudocholoidansiure ist wie die Choloidansiure 
selbst, bei der Oxydation von nicht reiner Cholsiure entdeckt 
worden.') DaB die beiden Saiuren keine Oxydationsprodukte 
der Cholséure, sondern solche der Desoxycholsidure sind, 
wurde vor 3 Jahren bewiesen.”) Auf Grund der Analysen der 
Saure selbst, ihres neutralen Esters und auf Grund des 
Alkali-aquivalents hat man der Pseudocholoidansaure die em- 


pirische Formel == C,,H,,0, gegeben und sie fir eine vier- 
basische Ketosaiure gehalten, 

Die eingehende Untersuchung, an der sich Herr A. Rewolle 
beteiligt hat, hat ergeben, daB diese drei Belege fiir die Sicher- 
stellung der Formel nicht geniigen, daB die Pseudocholoidan- 
siure vielmehr die Zusammensetzung C,,H,,0,, hat. 
Der Unterschied zwischen den beiden Formeln ist fiir Saiure 
und Ester gering. 


Sdure. 
CogH,0, Ber. C 60,00 , H 7,27 "Si 
C,,H5,0;, ” 59,75 9 7,05 
Gef. ,, 59,62 . 1,50 
» 59,81 9» 0,49 


1) Cleve, Bull. Bd. 38, S. 131 (1882). 
2) Diese Zs. Bd. 108, S. 316 (1919). 
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Ester. 
Cy5H 0, Ber. C 62,90 %, H 8,06 °/, 
C.3H 42940 ” 62,45 ” 7,81 
Gef. ,, 62,52 » 1596 


Bei zwei Titrationen sind die Aquivalente 119 und 117 
festgestellt worden, wahrend sich fiir eine vierbasische Siure 
C,,H,,0, 110 berechnet. Hier setzte das MiBtrauen gegen die 
angenommene Formel ein, da auch vielfach gereinigte Praparate, 
in Wasser und in Alkohol titriert, immer Aquivalentzahlen um 
120 herum zeigten. Dies ist aber der fiir die Saure C,,H,,0,, 
(Mol.-Gew. 482) erforderliche Wert. DaB diese Formel die 
richtige ist, wurde bewiesen: 

1. Durch Bestimmung der Methoxylzahl des neutralen 
Ksters. Hier besteht ein Unterschied von 1,8°/,. Der Ester 
C,,H,,O, enthalt 23,38 °/,, der Ester C,.H,,0,, 21,56 °/, OCH,. 

2. Aus dem Gemisch saurer Ester, das bei der iiblichen 
Methode, durch Einleiten von HCl in die methylalkoholische 
Lésung der Saéure entsteht, wurde der Dimethylester iiber sein 
schén krystallisiertes Bariumsalz rein dargestellt. Schon die 
Bariumbestimmung schloB die alte Formel aus. 

3. Durch das Ergebnis der Hitzezersetzung. Die Brenz- 
reaktion verliuft bei der Pseudocholoidansaure viel ungiinstiger 
als bei der Choloidansiure, wie tiberhaupt nach den hier ge- 
machten Erfahrungen mehrere Ketongruppen, wahrscheinlich 
infolge von Kondensation, diese Reaktion stark beeintrachtigen. 
Ks entstehen aus Pseudocholoidansiure mehrere Brenzsiuren, 
von denen eine scharf gefaBt werden konnte. Sie ist unter 
Abspaltung von 1 Mol CO, und 2H,O entstanden und hat 
demnach die Zusammensetzung C,,H,,0,. In der Kalte titriert 
sie sich als einbasische Siiure. Gegen Permanganat ist sie in 
Hisessig ungesittigt. Durch alkohol. Kali wird sie unter 
Wasseraufnahme zu einer schwer zu behandelnden, zweibasischen 
Siure C,,H,,0. umgewandelt. Aus diesen Tatsachen 1aiBt sich 
schlieBen, daB von den vier COOH-Gruppen ein Paar unter 
CO,- und H,O-Verlust in eine cyclisch gebundene CO-Gruppe 
iibergegangen ist. Die Carboxylgruppe der Seitenkette wird 
wohl erhalten geblieben sein. Die vierte aber muB8 sich mit 
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einer CO-Gruppe in geeigneter Lage zu einem ungesattigten 
Lakton anhydratisiert haben, ein Vorgang, der im Gange dieser 
Untersuchungen nun zum dritten Male in Erscheinung tritt.?) 
Der Dimethylester der Pseudocholoidansiure verliert bei der 
Brenzreaktion CO,, H,O und CH,OH und geht in den neutralen 
Ester einer einbasischen Saure iiber. 

Die Pseudocholoidansiure ist mit der Ciliansiure isomer 
und wie diese als eine Diketo-tetracarbonsiure mit 2 Ringen 
aufzufassen. Die Ciliansaure ist aber ein Oxydationsprodukt der 
Bilianséure, geht also nicht aus der Desoxycholsaure, sondern aus 
der Cholsiure hervor. Die Pseudocholoidansiure entsteht neben 
der Choloidanséure bei der Oxydation von Desoxybiliansaiure 
mit konz. Salpetersiure. Es bestehen die beiden Gleichungen: 

I. C,,H,,0, -——> = O©,,H,,0,, (Choloidansiure). 

Il. C,,H,,0; > 2* ©,,H,,0,. + H,O (Pseudocholoidansiure). 

Der Bildungsvorgang fiir die Choloidansiure ist ver- 
stiindlich und geklart: 





CH, CH, 

CH, a) CH, CH 

jar C,oHis: COOH | | C,oH,,: COOH 

CH Gu,! CH CH,) 

oi a a = i, Py 
HOOC CCH, HOOc §=6. G-_ CH, 

| II | 
CH CO CH COOH 


Pail Pi 
Desoxy bilianséiure 


, i 
HOOC—GH, COOH 

Choloidansiure 

Bei der Bildung der Pseudocholoidansiure, die zwei Keto- 

gruppen und 4CO,H enthalt, muB Ring II erhalten sein. Da 
ein neues Carboxyl und eine neue Ketogruppe in ihr auftreten, 
wihrend gleichzeitig 2H-Atome zu Verlust gehen, besteht keine 
andere Erklirung, als die, daB ein anderer sauerstoffreier 
Ring von der Oxydation erfaBt ist. Zwischen C, und C,, kann 
die Aufbruchstelle nicht liegen, da hierbei Ciliansiure ent- 
stehen miiBte.”) Es ist méglich, daB die Aufspaltung von C,, 





) Vgl. die vorausgehende Abhandlung S. 226. 
2) Ebenda S. 216. 
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aus erfolgt, aber ebenso wohl kann in der Pseudocholoidansiure 
auch der noch ganz unbekannte Ring IV gedffnet sein. 


Darstellung 
und EKigenschaften der Pseudocholoidansaure. 


Neben dem MHauptprodukt der Oxydation von Desoxy- 
bilianséure mit Salpetersaiure (D. 1,4), der Choloidansiure, dic 
zu rund 70°/, erhalten wird, entsteht zu 15—20°/, Pseudo- 
choloidansiure. Um das Ausgangsmaterial sicher durchzu- 
oxydieren, lasse man den ProzeB sechs Stunden lang vor sich 
gehen. Die getrocknete Roh-Choloidansaure (72 °/,) wird aus 
der 12fachen Menge Eisessig umkrystallisiert, die Lauge, zur 
Halfte eingedampft, gibt eine zweite Krystallisation; in den 
Restlaugen ist vorwiegend die Pseudosiure enthalten, die man 
durch Wegkochen des Lésungsmittels, zuletzt im Vakuum, 
isoliert. Mit diesem Rohpraparat werden die Siuren vereinigt, 
die man aus den Salpetersiure-Mutterlaugen nach dem Kin- 
dampfen unter wiederholtem Wasserzusatz krystallisiert erhilt. 
Zur Abtrennung der in heiBem Wasser viel schwerer léslichen 
Choloidansiure lést man in der erforderlichen Menge verdiinnter 
Lauge, fillt mit heiBem Wasser auf das 60fache vom Ge- 
wicht der rohen Saéuren auf und sduert in der Siedehitze mit 
Salzsiure an (deutliche Congoreaktion!). Von ausgeschiedener 
Choloidansiure wird im HeiBwassertrichter abfiltriert, das heile 
Filtrat dampft man bis auf ein kleines Volumen ein und liabt 
zur Krystallisation 15 Stunden lang stehen. Die abgesaugte. 
mit Wasser gewaschene und scharf getrocknete Siure laBt sich 
aus dem 28fachen Volumen Eisessig gut umkrystallisieren und ist 
so fiir Arbeitszwecke gentigend rein. Zur Analyse und Titration 
ist das Praparat nochmals aus Eisessig und zuletzt aus heibem 
Wasser umkrystallisiert worden. Durch Extraktion der Saure aus 
der Hiilse mit Ather, in dem sie sehr schwer léslich ist, haben wir 
ein wohl absolut reines Praparat hergestellt. Schmelzp. 304° 
(u. Zers.). Es ergab bei der Titration ein Aquivalent von 121. 
wihrend die vierbasische Siure C,,H,,0,, (Mol.-Gew. 482) ein 
solches: von 120 verlangt. Bei andern Proben fanden wir 119 
(in alkoholischer Lésung), 115, 117. Die Saure C,,H,,0. 
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(Mol.-Gew. 440) hat das Aquivalent 110. Weitere Analysen, 
die wir ohne Belegzahlen anfiihren, lieferten: 


fiir C 59,78 °/, H 7,28 %, 
» 59,84 » 1,33 
» 59,60 » 1,28 
» 59,80 » 7,30 
C,,H;,0,. Ber. C 59,75 %, H 7,05 °/, 
C,.H5.0, 2 60,00 y 1527 


Einen gewissen Beitrag fiir die Entscheidung kénnen hier 
hichstens die Werte fiir Wasserstoff geben. 

Die Léslichkeit der Saure ist in kaltem Wasser 1: 720, 
in siedendem 1:60. 

Die Pseudocholoidansaure ist von unerhérter Bestandigkeit. 
Sie kann ohne merkliche Verainderung 10 Stunden lang mit 
rauchender Salpetersiure im siedenden Wasserbad gehalten 
werden. Permanganat greift in neutraler Losung in der Siede- 
hitze langsam an, und nach Verbrauch eines groBen Uber- 
schusses — der fiinffachen Gewichtsmenge — findet man einen 
groBen Teil der Siure unverindert. Auch aus schmelzendem 
Alkali geht sie unversehrt wieder hervor. Konzentrierte 
Schwefelsiure wirkt bei Wasserbadtemperatur nur langsam ein. 
Von amalgamiertem Zink und Salzsdure (nach Clemmensen) 
wird sie nicht angegriffen. 

Der neutrale Tetramethylester der Pseudocholoidan- 
siure wurde nach der gegebenen Vorschrift erneut dargestellt. 
Die Analysenzahlen liegen hier ebenfalls nahe beieinander, die 
schon mitgeteilte Analyse spricht etwas mehr fiir die neue 
Formel C,,H,,0,,- 


C..H,,0,, Ber. C 62,45 °%/, H 7,81 °/, 
C,H 00, 62,90 8,06 
Gef. ,, 62,52 » 7,96 


Dagegen entschied hier die Methoxylbestimmung. 
0,2276 g Substanz gaben 0,3658 g AgJ. 


0,2812¢ ,, . 04820 g AgdJ. 
Cy3H4.09;, Ber. OCH, 23,05 °/, 
CxgH 4.9, » 29,0 
Gef. » «21,24 
«22,75 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXIII. 16 
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Fiir die erste Bestimmung war zu schwache Jodwasser- 
stoffsiure benutzt worden. Die Methoxylzahl im Verein mit 
dem Aquivalent schlieBt aus, daB die Saure C,,H,,0,, fint- 
basisch ist. 


Pseudocholoidansaure-dimethy lester. 

3,5 g reiner Séiure werden in 20 cem absol. Methylalkohol 
gelést, dann wird in die kalte Lésung ohne Kiihlung Salzsiuregas 
bis zur Sattigung eingeleitet. Beim Erkalten Krystallbrei, der 
abgesaugt und mit methylalkoholischer Salzsiure gewaschen 
wird, da der Ester in Methylalkohol sich leicht lést. Aus- 
beute 2,6 g. Aus wenig Methylalkohol unter Eiskihlung um- 
krystallisiert erscheint der Ester in langen Nadeln vom 
Schmelzp. 268°. 

0,1740 g Substanz gaben 0,3912 g CO, und 0,1186 g H,0. 


C.,H;,0:. Ber. C 61,18 °/, H 7,47 %, 
Gef. ,, 61,32 » 1,68 

Titration: 0,1245 g verbrauchten 5,0 cem n/i0-NaOH. 
Aquivalent Ber. 255 Gef. 249 


Das schén krystallisierte Bariumsalz des sauren Hsters 
erhalt man, wenn man das Rohprodukt in der nétigen Menge 
verdinnten Ammoniaks auflést, einen kleinen Uberschus 
Bariumchloridlésung zusetzt und nun vorsichtig und kurz im 
Wasserbad erwarmt. Sehr bald kommt das Salz in glanzenden, 
groBen, iibereinander gelagerten Nadeln heraus, die heiB ab- 
gesaugt und mit heiBem Wasser gewaschen werden. Zur 
Analyse wurde auf Konstanz getrocknet. 0,2022 g wurden mit 
Soda umgekocht; das ausgeschiedene, filtrierte und gewaschene 
Bariumcarbonat verbrauchte bei der Titration 6,35 ccm n/10-HC1. 

C,,H;,0,,Ba Ber. Ba 21,24 9/, Gef. Ba 21,51 %, 


Der aus dem Bariumsalz mit Salzsiure freigemachte 
Dimethylester schmolz, aus verd. Methylalkohol umkrystallisiert, 
nicht ganz scharf bei 268° und titrierte sich auf ein Aqui- 
valent von 248. 


Brenz-pseudocholoidansidure. 


Auch der thermischen Zersetzung gegeniiber verhalt sich 
die Saure sehr resistent. Wenn man sie auf den Schmelz- 
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punkt (303°) erhitzt und dann eine halbe Stunde lang auf einer 
Temperatur von 280° halt, findet man noch namhafte Mengen 
unverindert. Um das ganze Material zu zersetzen, muB man 
die Schmelze eine Stunde lang im Vakuum auf 290° halten. 
Bei quantitativen Versuchen in Stickstoffatmosphare — zur 
Vermeidung der Autoxydation — wurde etwas mehr als ein 
Mol CO, abgespalten, 10—12°/, statt 9,15°/,, auch der Ver- 
lust an Wasser iibersteigt den von zwei Molekiilen. Die Ge- 
samtabnahme bei der Brenzreaktion macht 25—27°/, aus. 
Man kann die Brenzsiure C,,H,,0, im Hochvakuum bei 300 
bis 310° teilweise tiberdestillieren, bessere Ausbeute gibt aber die 
Zersetzung ohne Destillation im gewéhnlichen Vakuumbei 290°. 

Die braune Schmelze aus 5 g Pseudocholoidansiure wird 
mit 15 ccm Ather iibergossen; sie lést sich darin beim Stehen 
nace und nach auf, wahrend gleichzeitig aus der braunen, 
fluoreszierenden Lésung (Kondensationsprodukte) die Brenzsiiure 
langsam in schénen Krystallwarzen herauskommt. Nach 3 Tagen 
saugt man das Ertrignis mehrerer Operationen ab, wiascht mit 
Ather und krystallisiert das Rohprodukt — 12°/, der ein- 
gesetzten Siure — 2mal unter Benutzung von Tierkohle aus 
wenig Hisessig um. Schéne, perlmutterglinzende Blattchen vom 
Schmelzp. 246°. 

Die Analysen sind mit verschiedenen Praparaten aus- 


gefiihrt. 
0,0987 g Substanz gaben 0,2485 g CO, und 0,0683 g H,O. 
0,1560 ¢g 9 »  0,38917g CO,. 
6,766 mg . 17,059 mg CO, und 4,694 mg H,0O. 
5,258 meg ,, , 18,216 mg CO, ,, 3,453 mg H,O. 
3,173 mg so, » 1,925 mg CO, ,, 2,205 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 68,65 %/, H 7,46 %/, 
Gef. ,, 68,67 9 1,74 
, 68,48 —— 
» 68,67 > 2,76 
» 68,62 y 7,36 
»» 68,12 » 18 


Titration (in Wasser bis zur Lésung titriert). 


0,1596 g verbrauchten 4,0 ccm n/10-NaQOH. 
0,1148 g - 2,82 cem n/10-NaOH. 
0,0993 g s 2,38 eem n/10-NaOH. 
16* 
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Fiir die einbasische Saiure C,,H,,0, (Mol.-Gew. 402) 
Aquivalent 402 Gef. 399, 407, 417. 

Die Brenz-pseudocholoidansiure ist dimorph. Neben den 
breiten Nadeln krystallisieren hiufig glanzlose Warzen aus, die 
sich aber beim Stehen in die Nadeln umwandeln. Beide Formen 
haben den gieichen Schmelzpunkt. Die Léslichkeit der Siaure 
in Ather ist sehr gering, auch in siedendem Alkohol ist sie 
ziemlich schwer léslich. Gegen Permanganat in (stabilisiertem 
Hisessig ist sie unbestandig. Durch kurzes Kochen mit alko- 
holischem Kali wird die Brenzsiure, die als ungesittigte Lakton- 
siure aufgefaBt wird, aufgespalten. Man entfernt den Alkohol 
im Vakuum, nimmt in Wasser auf, und fallt mit Salzsaure 
Das ausfallende Ol wird beim Stehen} langsam krystallinisch. 
Man krystallisiert die leicht é6lig herauskommende neue Siure 
derart um, daB man sie in wenig Alkohol lést und vorsichtig 
soviel Wasser zuspritzt, daB in der Kalte keine Triibung bleibt. 
So erhalt man glanzende Nadeln, die zu Rosetten vereinigt 
sind. Schmelzpunkt 115—116° unter Aufschaiumen. Offenbar 
liegt ein Hydrat vor, das zur Analyse im Hochvakuum bei 
70° bis zur Konstanz getrocknet wurde (Abnahme 3 °/,). 


0,1259 g Substanz gaben 0,3031 g CO, und 0,0891 g H,0O. 
C.3H;,0, (Mol.-Gew. 420) Ber. C 65,71°/, H 7,62 °/, 
Gef. ,, 65,66 7,92 


Titration: 0,0845 g verbrauchten 3,85 ccm n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir die 2bas. Sdure Ber. 210 Gef. 219 


Die Brenzreaktion 
des Pseudocholoidansiure-dimethylesters. 


1 g des Esters wird im Verlauf von einer Stunde bei 270 
bis 280° im Hochvakuum zersetzt, bei etwas gesteigerter Tem- 
peratur (295—300°) destilliert dann das Reaktionsprodukt als 
kaum gefarbte Fliissigkeit iiber, die zu einem spréden Harz 
erstarrt. Beim Stehen unter Ather wird der Korper krystalli- 
nisch, er wird aus heiBem Methylalkohol, in dem er ziemlich 
schwer ldéslich ist, umkrystallisiert. Ausbeute 10°/. Der 
Schmelzpunkt liegt bei 192°. 
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0,0860 g Substanz gaben 0,2182 g CO, und 0,0599 g H,0. 


0,0664g ~—s«, , 00,1683 g CO,. 
6,545 mg __s,, , 18,998 mg CO, und 3,911 mg H,0. 
0.2474 g 


», bei der Methoxylbestimmung 0,1324 g AgJ. 
C,,H;,0, Ber. © 69,20°, H7,70%, 10CH, 7,4°%, 


Gef. ,, 69,22 » 7,90 «ee 
” 69,10 | a 
» 68,90 » 1,89 


Der Ester ist neutral und gehdrt einer einbasischen Siure 
an. Ob diese mit der beschriebenen Brenz-pseudocholoidan- 
siure identisch ist, wurde nicht entschieden. Die Gewichts- 
abnahme bei der Brenzreaktion betrug 20°/,, fiir die Ab- 
spaltung von je einem Mol CO,, H,O, CH,OH berechnen 
sich 18,5 °/,. 

Herr Dr. W. Schulenburg hat noch in Miinchen sich an 


der Ausfiihrung verschiedener Versuche in dankenswerter Weise 
beteiligt. 
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Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
II. Mitteilung. 


Die Rolle des Eisens bei der Zellatmung. 


Von 
Ph. Ellinger und M. Landsberger. 
Mit 6 Kurven im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. August 1922.) 


I. 


Durch Einfiihrung des Kohlesuspensionsmodells hat War- 
burg?) die Untersuchungsmethodik des Zellatmungsmechanismus 
in neue Bahnen gelenkt. Er macht es durch Analogieschliisse 
wahrscheinlich, daB es sich beim Atemvorgang um einen Ver- 
brennungsprozeB von Stoffen handelt, die sich thermodynamisch 
dem Luftsauerstoff gegeniiber in ,,falschem Gleichgewicht be- 
finden, ein Zustand, der mit Hilfe der katalytischen EKigen- 
schaften des ,,.Brennortes“, der Zellstruktur, iiberwunden wird. 
Er kann am Kohlemodell diese katalytischen EKigenschaften 
naher zergliedern und findet nebeneinander, und zwar durch 
verschiedene Eingriffe getrennt beeinfluBbar, einen Adsorptions- 
prozeB an den groBen Oberflichen der Kohle und eine eigent- 
liche Katalyse im engeren Sinne an den in die Kohle ein- 
gesprengten Schwermetallatomen. Wihrend der durch Narkotica 
hemmbare Adsorptionsmechanismus den Gesetzen der Capillar- 
chemie folgt und verhiltnismaBig durchsichtig ist, kénnen wir 





1) O. Warburg u. Negelein, Biochem. Zs. Bd. 113, 8. 257 (1921); 
O. Warburg, ebenda, Bd. 119, S. 134 (1921). 
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uns physiko-chemisch von dem Katalysationsvorgang am Schwer- 
metall noch keine rechte Vorstellung machen. Die einzigen 
Tatsachen, die Warburg anfihrt, sind die Cyankalihemmung 
der Katalyse und die Feststellung, daB das Schwermetall nicht 
durch die Menge, in der es vorhanden ist, wirkt, sondern daB 
fir seine katalytische Wirkung eine ganz besondere Art der 
Bindung im Brennort vorliegen mu8, die Warburg bei der 
Kohle durch Gliihen erzielen konnte. 

Durch Einfihrung der Zelltrimmer hat Ellinger') die 
Analyse der Zellstruktur und der an ihr ablaufenden Vorginge 
einen Schritt weiter gefiihrt. Aus Vogelblutzellen schafft er 
durch réumliche Trennung von Brennort und Brennmaterial in 
den ,,Zelltriimmern“ ein Modell, das den tatsiichlich in der Zelle 
vorliegenden Verhiltnissen viel niher kommt als die Tierkohle- 
suspension. Uber die BeeinfluBbarkeit der Atmung durch quellende 
und entquellende Substanzen, die an den Adsorptionsflichen an- 
greifen, hat es bereits Fragen beantwortet, auf die uns das 
Tierkohlemodell eine Antwort schuldig geblieben ist. Wir 
wollen in der vorliegenden Arbeit an Hand der uns zur Ver- 
fiigung stehenden Modelle untersuchen, welche Prozesse bei 
der Schwermetallkatalyse vor sich gehen und wie sie physiko- 
chemisch zu verstehen sind. 

Den Ausgangspunkt fiir unseren Gedankengang bildeten 
Warburgs Feststellungen iiber die Form der Schwermetall 
bindung, die die Voraussetzung fiir seine katalytische Wirkung 
darstellte. Wir suchten nach bekannten physikalischen Pro- 
zessen, bei denen Schwermetallatome in einem ihnlichen Zu- 
stand gleichfalls die Vorbedingung fir das Zustandekommen 
des betreffenden Vorgangs sind. Ein solcher findet sich in den 
von Lenard und seiner Schule in zahlreichen Arbeiten auf- 
geklarten Leuchterscheinungen bei der Riickkehr eines aus 
seinem Elektronenverband gelésten Elektrons in seine Ruhe- 
lage. Am besten bekannt sind von diesen Leuchterscheinungen 
die Vorginge bei der Phosphorescenz. Unter Phosphorescenz 
versteht man die Eigenschaft einer Substanz, absorbierte Licht- 


1) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 119, S. 11 (1922). 
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energie in Form von Licht wieder zu emittieren, und zwar 
noch zu einer Zeit, wo die Absorption nicht mehr stattfindet. 
Das emittierte Licht ist stets langwelliger als das absorbierte. 
Von der Phosphorescenz unterscheidet sich die Fluorescenz 
dadurch, daB sie gleichzeitig mit der Absorption, d. h. mit der 
Bestrahlung, aufhért. Unter Licht mu8 man Licht im weitesten 
Sinne, d.h. Atherwellen jeglicher Lange, verstehen, vom Ultrarot 
bis zu den y-Strahlen. Die kinstlich dargestellten Phosphore be- 
stehen aus den Oxyden, Sulfiden und Seleniden der Erdalkalien 
und des Zinks als ,,Grundmaterial“, dem Schwermetall Mangan, 
Silber, Kupfer, Wismut usw., neuerdings auch des Kisens und dem 
»leicht schmelzbaren Zusatz“ Natriumsulfat, Fluorcalcium und 
aihnlichem. Letzterer dient nur als FluBmittel und geht nicht 
in das eigentliche Phosphorescenzmolekiil ein; dieses besteht 
lediglich aus dem Komplex Grundmaterial-Schwermetall. Die 
GréBe des Phosphorescenzzentrums, von der die Dauer des 
Nachleuchtens abhingt, schwankt zwischen 10 und 10000 Erd- 
alkaliatomen. Durch Bestrahlung wird der Leuchtvorgang 
erregt, die Verteilung der erregenden Strahlen, die ein oder 
mehrere Maxima aufweist, ist abhingig von der Art des Phos- 
phors. Bei der Erregung werden Elektronen aus dem Schwer- 
metallzentrum ausgetrieben, sie bleiben an den benachbarten 
elektropositiven Atomen des Phosphorescenzmolekiils haften und 
kehren allmihlich unter Aussendung einer oder mehrerer fiir 
den Phosphor charakteristischen ,,Emissionsbanden“ in die 
Ruhelage zuriick. Die Dauer dieser Fixierung und daher des 
Nachleuchtens wird von der Warmebewegung der Molekiile 
bestimmt und folglich von der Temperatur des Phosphors 
stark beeinfiuBt. Die Farbe des Leuchtens wechselt mit der 
‘Temperatur. 

Wir untersuchten also die auf die friiher beschriebene ') Weise 
hergestellten Zelltriimmer unter der Kinwirkung intensiver Be- 
strahlung mit kurzwelligem Licht und fanden eine Fluorescenz 
derselben in gelblich-griiner Bande. Bei der Abkithlung der Zell- 
triimmer in einer Kiiltemischung von Kohlensiéureschnee—Alkohol 


ee 


1) Ph. Ellinger, a.a. O. 
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nahm die Fluorescenz an Intensitit zu, und bei langerem 
Gefrieren trat eine blauviolette Phosphorescenz auf, 
die langere Zeit anhielt. Durch Cyanwasserstoff war das 
Leuchten und Nachleuchten ginzlich unterdriickbar. Es 
horte bei der gleichen Blausiurekonzentration auf, bei der auch 
die Verbrennung von Aminosduren an den Zelltrimmern zum 
Erléschen kam. Da Cyanwasserstoff das einzige bisher bekannte 
Atmungsgift ist, als dessen Angriffspunkt das Eisen angesehen 
werden mu, fand sich keine Méglichkeit, eine parallele Be- 
einflussung von Leuchten und Atmen durch andere Gifte fest- 
yustellen. Durch indifferente Narkotica, Alkohol, Ather 
usw., war die Leuchterscheinung ebensowenig zu be- 
einflussen wie durch Ammoniak, Amine oder Aldehyde. 
Bei 'Tierkohle, als nahezu schwarzem Kérper, war eine Licht- 
emission nicht zu erwarten, und sie konnte auch tatsichlich 
nicht nachgewiesen werden. 

Wenn unsere Voraussetzung richtig war, da8 dem Schwer- 
metall bei der Oxydationskatalyse die gleiche Rolle zukommt 
wie beim Leuchten, dann muBte auch umgekehrt ein Phosphor 
die Verbrennung von Aminosiuren beschleunigen. Wir berei- 
teten uns daher eine 2°/,ige Aufschwemmung eines Phosphors, 
des Zinksulfidkupfers, in Gelatinelésung, dies um eine feinere 
Verteilung des Phosphors zu schaffen, und fanden beim Zusatz 
von Aminosiuren eine Oxydationsbeschleunigung, die 
in der GréBenordnung der an 2°/,iger Tierkohlesuspension 
gefundenen etwa gleichkam. Im Gegensatz zu den Vorgingen 
an Zelltriimmern war weder der Leuchtvorgang, noch der Ver- 
brennungsprozeB an der Zinksulfidkupfer-Gelatineemulsion durch 
Cyankali zu beeinflussen. Diese Cyankaliresistenz muBte auf 
die in der Art der Darstellung des Phosphors begriindete Form 
der Schwermetallbindung im Phosphorescenzmolekil zuriick- 
gefiihrt werden, denn die Voraussetzung fiir die Wirkung der 
Blausiure ist eine chemische Reaktion zwischen Schwermetall 
und Blausiure, bei der letztere unter Sauerstoffaufnahme ge- 
spalten wird. Wiahrend an Zelltriimmern und Tierkohle eine 
Verbrennung der Blausiiure stattfand, wurde diese durch Zink- 
sulfidkupfer nicht angegriffen. 
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Das Zinksulfidkupfer, in Wasser statt in Gelatinelésung 
aufgeschwemmt, forderte ebenfalls schon die Oxydationsgeschwin- 
digkeit von Aminosauren, aber in viel geringerem Mafe als 
bei Gelatinezusatz. An Gelatinelésung allein fand keine Amino- 
saureverbrennung statt. 

Um den Nachweis zu erbringen, da die Katalyse tat- 
sichlich dem Schwermetallatom zukam, bereiteten wir uns eine 
Aufschwemmung des Grundmaterials des Phosphors, des Zink- 
sulfids allein, das derselben Behandlung wie der Phosphor 
unterworfen war, in Gelatinelésung, und lieBen auf sie Amino- 
siurelésung einwirken. Ebensowenig wie ein Leuchten war 
eine Verbrennung nachweisbar. 

Handelte es sich bei dem Leuchten der Zelltriimmer nun 
wirklich um eine Fluorescenz oder Phosphorescenz, oder 
lag ihm etwa ein ProzeB zugrunde, den wir als Chemilumi- 
nescenz zu bezeichnen pflegen? Wir verstehen hierunter die 
Eigenschaft, bei chemischen Reaktionen frei werdende Energie 
in Lichtenergie umzusetzen und als Licht zu emittieren. Dah 
bei dem beschriebenen Leuchtvorgang eine in dieses Ge- 
biet gehérige Erscheinung nicht vorlag, geht aus folgenden 
Tatsachen hervor: Das Leuchten tritt nur nach vorhergehender 
Belichtung auf; doch ist dies nicht unbedingt beweisend, da ja 
auch der chemische ProzeB durch die Belichtung ausgelist 
werden kénnte. An den Zelltriimmern geht aber kein nach- 
weisbarer chemischer ProzeB vor sich. Ferner nimmt durcli 
Abkiihlung die Leuchterscheinung zu, wahrend chemische Vor- 
ginge hierdurch eingeschrinkt werden. Endlich wird durch 
Cyankali das Leuchten der Zelltriimmer aufgehoben, wahrend 
sleichzeitig eine sehr energische chemische Reaktion stattfindet. 

Nachdem wir einen volligen Parallelismus zwischen dem 
Leuchten und der Katalyse der Zelltriimmer festgestellt 
hatten, muBten wir uns die Frage vorlegen: Haben wir es 
hier mit zwei zufallig zusammentreffenden physikalischen Er- 
scheinungen desselben Materials zu tun oder kénnen wir uns 
eine Vorstellung machen, die beide Prozesse miteinander ver- 
bindet? Der Leuchtvorgang kommt zustande, wenn ein Elektron, 
das aus einem Schwermetallatom ausgetrieben ist, wieder in 
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seine Ruhelage zuriickkehrt. Da diese Austreibung, die ,,Er- 
regung“ mit verhaltnismaBig geringer Energiezufuhr méglich 
ist, muB man annehmen, da8 hierfiir Elektronen der iiuBersten 
Schicht in Frage kommen. Auch die chemischen Reaktionen 
muB8 man in die auBersten Elektronenschichten des Atoms ver- 
legen. Wenn eine Substanz verbrennt, so wird Sauerstoff akti- 
viert, d. h. das Sauerstofimolekiil wird aufgespalten in Atome, 
die Elektrizititstriger sind. Das Sauerstoffatom muB bei diesem 
Vorgang Elektronen anlagern. DieVoraussetzung einer katalytisch 
beschleunigten Oxydation ist eine Erleichterung der Sauerstoff- 
aktivierung. Es liegt nun nahe, die der Wirkung des Hisens bei 
der Zellatmung zugrunde liegende Oxydationskatalyse in einer 
derartigen Sauerstoffaktivierung durch vermehrte Elektronen- 
abgabe seitens des EKisens zu sehen. Unterstiitzt wird diese 
Anschauung durch Versuche von Schwarz und Friedrich?) 
und Wilke?) iiber die Beeinflussung von Reduktionskatalysen 
durch Réntgenstrahlen. Schwarz und Friedrich haben die 
Reduktion von Wasserstoffsuperoxyd durch Platinsol unter der 
Kinwirkung von Réntgenstrahlen beobachtet und eine betricht- 
liche Hemmung der Reduktionsgeschwindigkeit festgestellt. 
Die gleiche Beobachtung hat Wilke bei der Reduktion von 
Kaliumpermanganat durch Wasserstoff gemacht. Der Kinflub 
von Réntgenstrahlen auf Oxydationskatalysen ist noch nicht 
untersucht. Wenn die Bedeutung des Katalysators tatsichlich 
in der Erleichterung der Aktivierung der in Reaktion tretenden 
Substanz beruht, so mu die fiir einen Oxydationsproze8 not- 
wendige Elektronenabgabe durch die unter dem EKinflu8 der 
Réntgenstrahlen stattfindende negative Aufladung des Kataly- 
sators erleichtert werden. Umgekehrt bei einem Reduktions- 
vorgang: Hier wird der in Reaktion tretende Wasserstoff durch 
Abgabe eines Elektrons aktiviert. Der Katalysator muB also 
als Elektronenacceptor dienen, und diese EKlektronenaufnahme- 
fihigkeit wird durch negative Aufladung herabgesetzt. Die 
Versuche von Schwarz und Friedrich und Wilke kénnen, 
in diesem Sinne gedeutet, unsere Anschauung unterstiitzen. 





1) R. Schwarz u. W. Friedrich, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 1040 (1922). 
2) E. Wilke, Unveréffentlichte Versuche. 
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Wir sehen also, daB der von uns gefundene Zusammen- 
hang von Phosphorescenz und Katalyse sehr wohl auf 
Grund der elektrochemischen Vorginge im Atom ver- 
standen werden kann, und miissen als wesentlich fiir beide 
Prozesse das Vorhandensein eines Schwermetalls, des 
Eisens in der Zelle, in ganz bestimmter, bei den Phosphoren 
leidlich bekannter Struktur annehmen. Uber diese Struktur 
kénnen uns vielleicht spiter die Réntgendiagramme nach 
Debye-Scherrer Auskunft geben. Doch reicht bis jetzt die 
Methode fiir ein derartig kompliziertes Molekiil noch nicht aus. 

Wir kénnen also zusammenfassend die Rolle des 
Eisens bei der Zellatmung als die in seiner Struktur 
bedingte Fahigkeit bezeichnen, den Sauerstoff durch 
Elektronenabgabe zu aktivieren und so die Verbren- 
nung des an den Kohleoberflichen verdichteten Brenn- 
materials zu beschleunigen. 


II. 
Experimenteller Teil. 


A. Fluorescenz und Phosphorescenz der Zelltrimmer. 


Die Versuche tiber Fluorescenz und Phosphorescenz wurden 
im hiesigen Radiologischen Institut vorgenommen. Herrn Ge- 
heimrat Lenard, der die Ausfiihrung ders:lben in seinem In- 
stitut gestattete, sowie den Herren Dr. F. Schmitt und 
Dr. R. Tomaschek, deren Unterstiitzung wir uns zu erfreuen 
hatten, sei an dieser Stelle aufs verbindlichste gedankt. 

Ks wurden nach der friiher angegebenen Methode?) Zell- 
trimmer durch Gefrieren und Wiederauftauen von Ginseerythro- 
cyten mit darauf folgenden stundenlangen Waschungen in Ringer- 
lésung hergestellt. Das zur Priifung kommende Material stellte 
eine weiBe Emulsion dar, an der kein spontaner Sauerstoff- 
verbrauch festgestellt werden konnte. Zur Untersuchung auf ihre 
Leuchtfahigkeit brachten wir einen Teil der in der Zentrifuge auf 
das Zehnfache eingeengten Zelltriimmeremulsion auf ein Metall- 
schiffchen, kiihlten dieses auf Kohlensiiureschneegut ab und 
setzten es nun der Bestrahlung aus. Die Lichtquelle bestand 


') Ph. Ellinger, a. a. O. 
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aus einem zwischen Magnesiumelektroden unter Wasser iiber- 
springenden elektrischen Funken, dessen Licht durch ein System 
von Quarzprismen spektral zerlegt war. Die Grenze des Spek- 
trums im Ultraviolett lag bei 215 up. Die Zelltriimmer fluores- 
cierten in rétlich-gelbem Licht, und zwar um so intensiver, je 
stirker sie abgekiihlt wurden. Zunachst wurde die Erregungs- 
verteilung bestimmt; sie geht aus der folgenden Kurve hervor. 
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Kurve 1. 


Es sind 2 Erregungszonen vorhanden zwischen 400 und 
270 up mit einem Héhepunkt bei 330 up, die zweite bei 250 uu 
beginnend und nach dem Ultraviolett zu ansteigend bis zur 
Grenze des von uns benutzten Spektrums. 

Mit einem lichtstarken Spektroskop wurde die Lage der 
Emissionsbande bestimmt. Diese liegt zwischen 600 uu und 
470 uu, ihr Maximum bei 570 uy. 

Wurden die Zelltriimmer in einem QuarzgefaB mit einer 
Kiltemischung von Kohlensiureschnee mit Alkohol vollig ge- 
froren, so konnte bei Bestrahlung eine deutliche und lange an- 
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haltende Phosphorescenz in bliulichem Licht beobachtet werden. 
Die Lage der Emissionsbande wurde mit dem Spektroskop 
gemessen. Wie aus Kurve drei ersichtlich ist, liegt sie zwischen 
570 wu und 430 up und hat zwei Maxima bei 525 wu und 450 wn. 

Nun untersuchten wir, ob das Leuchten der Zelltriimmer 
durch Zusatz von Cyankali, Athylalkohol, Athylither, Urethan, 
Ammoniak oder Trimethylamin zu beeinflussen sei. Von diesen 
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war nur das Cyankali auf die Fluorescenz von Wirkung. Zur 
niheren Untersuchung des Einflusses von Cyankali verwen- 
deten wir eine Lésung, die mit Essigsiure bis zu ungefahr 
neutraler Reaktion abgestumpft und mit einem Gemisch von 
primirem und sekundirem Natriumphosphat auf p,, 7,1 gepuffert 
war. Bei einer Cyankalikonzentration von 1,6°/, war das 
Leuchten der Zelltriimmer noch deutlich, wenn auch schon 
abgeschwiicht, bei 2,1 °/, war es noch eben bemerkbar und bei 
3,2 °/, Cyankali vollstiindig verschwunden. Die Versuche wurden 
so ausgefiihrt, daB das Cyankali bei Zimmertemperatur einige 
Zeit einwirken konnte und zur Priifung der Fluorescenz das 
Gemisch im Kohlensiureschnee abgekiihlt wurde. 

Mit demselben Zelltriimmermaterial und der gleichen Cyan- 
kalistammlésung wurde die Beeinflussung der Oxydations- 
geschwindigkeit untersucht. Die Ergebnisse sind im Ab- 
schnitte B, 3 beschrieben. 


B. Bestimmung der Oxydationsgeschwindigkeit unter dem 
Einflu8 von Cyankali. 


1. Methodik. 


Die Messung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte mit der von Sie- 
beck verbesserten Barcroftschen Anordnung auf die gleiche Art, wie 
sie Ellinger in einer friiheren Arbeit!) angewandt hatte. Das Volumen 
der zu untersuchenden Fliissigkeit war 2 oder 3 ecm, die Reaktions- 
temperatur lag bei den verschiedenen Versuchen zwischen 37,6° und 40,2°, 
war aber wihrend des gleichen Versuchs auf 0,2° konstant. Die Be- 
rechnung des Sauerstoffverbrauchs geschah nach der von Siebeck’*) 
angegebenen Formel 

we 
10000 (1 + @t). 
Die Oxydationen erfolgten in Luft. 


2. Die Verbrennung von Aminosduren 
an Zinksulfidkupfer. 


Zinksulfidkupfer wurde in einer Konzentration von 2 °/, zurVer- 
gréBerung der Oberfliiche in einer 5°/, igen Gelatinelésung auf- 

1) Ph. Ellinger, a. a. O. 

*) R. Siebek in Abderhaldens Hbd. der biochem. Arbeitsmethoden. 
Bd. 8, S. 31. Urban u. Schwarzenberg, Berlin u. Wien 1915. 








Zur Pharmakologie der Zellatmung. 255 


geschwemmt und in den Oxydationsgefaben mit dem Brennmaterial 
zusammengebracht. Als solches benutzten wir eine mit Phosphat- 
gemisch auf py 7,3 gepufferte 3°/, ige Lésung von Testesopton, 
welches, wie Ellinger!) festgestellt hat, an Tierkohle und Zell- 
triimmern entsprechend seinem Aminosiuregehalt verbrannt wird. 
Daneben wurde das Zinksulfidkupfer in Wasser suspendiert und 
mit Testesopton zusammengebracht. Endlich wurde zum Ver- 
gleich die Verbrennung des Testesopton an Tierkohle beobachtet. 
Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle L. 











O,-Verbrauch in emm nach 
System 
60 Minuten | 100 Minuten 
1,0 Tierkohle 2°/, . . | 1,0 Testesopton 3°/, 38,2 | 53,4 
1,0 ZnSCu-Gelatine. . | 1,0 - *, 27,9 37,1 
i.0 ZnSCu-Wasser . . 1,0 ‘ $°), 20,9 | 28.6 


Das Zinksulfidkupfer zeigte also die Fahigkeit, die Ver- 
brennung von ‘l'estesopton zu beschleunigen. 

Kin Zubringen von Cyankali zu der Zinksulfidkupfer- 
Gelatine-Kmulsion blieb ohne EHinfluB auf die Oxydations- 
geschwindigkeit gegeniiber einer cyankalifreien Kontrolle. Eine 
Ausschaltung des Kupters durch Cyankali war auf diese Weise 
also nicht méglich. Auch die Phosphorescenz des Zinksulfid- 
kupfer konnte durch Cyankali nicht beeinfluBt werden. 

Cyankali, das wir ohne Brennmaterial zu Zinksulfidkupfer- 
(relatine- Emulsion hinzufiigten, zeigte keinen Sauerstoffverbrauch. 

Um zu priifen, ob das Grundmaterial als solches die Ver- 
brennung schon foérdert, stellten wir uns reines Zinksulfid dar 
und gliihten es aus, so daB es bis auf die fehlende Kupfer- 
beimengung dem bisher angewandten Phosphor vollstindig 
glich, Wir hatten nun ein nicht mehr phosphorescierendes 
weiBes Pulver, von dem wir uns eine 2°/, ige Aufschwemmung 
in 5°/, iger Gelatine bereiteten. Zugefiigte 3°/, ige Testesopton- 
lésung zeigte keinen Sauerstoffverbrauch. So war die Kigen- 
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schaft des Zinksulfidkupfers festgestellt, neben einer Phos. 
phorescenz Oxydationen von Aminosiuren durch Luftsauersto:i 
katalytisch zu beschleunigen. 


3. Versuche an Zelltriimmern. 


Nachdem es uns in den oben beschriebenen Versucher 
gelungen war, die Phosphorescenz der Zelltriimmer und ihre 
Hemmung durch Cyankali nachzuweisen, untersuchten wir nun 
die quantitativen Verhiltnisse bei der Cyankalihemmung der 
Zelltriimmeratmung. Verwendet wurde ein Teil der gleicher 
Zelltriimmer, mit denen die Leuchtversuche vorgenommen waren. 
Ks wurde Zelltriimmer-Emulsion und 3°/,, ige Tyrosinlésung 
mit durch Phosphatgemisch auf p, 7,1 gepufferter, vorher mit 
Kssigséure neutralisierter Cyankalilésung in steigenden Kon- 
zentrationen zusammen beobachtet und der Sauerstoffverbrauch 
gemessen. Der Cyankaligehalt der zugesetzten Lisungen war 
titrimetrisch nach der Methode von Volhard bestimmt. Die 
gefundenen Werte sind aus folgender Tabelle ersichtlich. 


Tabelle IL. 








O,-Verbrauch: 





‘ 2 fm | 

—~ 7, Oo fon) 7 x 
System o 3 a | im —_ nach 
mesh St./2 St.j3 St. 

= | oan ~ on Bese I ———-—~ . i 
0,8 Zelltriimmer 1,0 Tyrosin 3 °/o9| 0,2 Pufferlésung 6,3] 12,7) 17,3 
| " | 0,2 KON 0,29°/o}0,029°/o} 8,4) 18,1) 17,0 
‘9 | 9 (0,2 ,, 0,58 ,, [0,058 ,, | 5,2)10,1, 8,0 
” | ” / 0,2 » 1,16 ,, 10,116 ,, | 0,5) 5,3) 5,1 
. | i (0,2 ,, 2,82 ,, 10,282 ,, | 9,2/14,5/ 19,3 
it | 2 (0,2 4, 4,64 ., 10,464 ., 11,8) 20,2) 24,0 
” | r (0,2 ,, 11,6 ,, 1,16 ,, 117,8/29,2) 37,0 
’” | 9 }0,2 ,, 28,2 ,, 12,82 ,, [22,1/86,3) 49,2 
, » (0,4 4, 23,2 ,, [4,22 ,, 129,9/54,4! 76,6 











Der Sauerstoffverbrauch sank bei zunehmender Cyankali- 
konzentration zunichst rasch ab und stieg erst schnell, dann 
langsam wieder an. Der Tiefpunkt der Sauerstoffverbrauchs- 
kurve liegt bei einer Gesamtkonzentration von 0,116°/,, Cyan- 
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kali. Die Herabsetzung des Sauerstoffverbrauchs an diesem 
Punkte betragt nach 3 Stunden 67°/,. Die Form der Kurve 
und die Beobachtung Warburgs'), daB Cyankali an Tierkohle 
einen Sauerstoffverbrauch zeigt, lieBen uns vermuten, daB die 
Abnahme der Hemmung bei gréBerer Cyankalikonzentration 
vielleicht auf einer Verbrennung des Cyankali an den Zell- 
trimmern zuriickzufiihren sei. Wir untersuchten daher das 
Verhalten von Cyankali in verschiedenen Konzentrationen an 
Zelltrimmern ohne Zusatz von Brennmaterial. Tabelle III gibt 
iiber die Ergebnisse Auskunft. 


Tabelle ILI. 








O,-Verbrauch 


KCN- 
Konzen- 
tration 














System in cem nach 
ey ee 1 St.|2 St./3 St 
0,8 Zelltriimmer 1,0 Pufferlésung 0,2 KCN 0,29°/,/0,029°/,o| 2,3| 4,7| 4,3 

a | a 10,2 ., 0,58 ,, [0,058 ,, | 3,6] 7,5/ 5,3 
| a 0,2, 1,16 4, 0,116 ., | 5,8) 9,2/ 10,6 

| ' 0,2 ., 2,82 ., 10,282 ,,] 7,1/18,5/ 16,8 
_ je 10,2 ,, 4,64 ., 10,464 ,,] 9,9/17,1] 20,0 
if | . 0,2 ,, 11,6 ., 1,16 ,, |18,7/17,4| 22,4 
" . 10.2 ., 28,2 ,, {2,32 ,, 22,5 37,2 50,1 
. | 0,4 4, 28,2 ,, [4,22 ,, 130,2/54,6! 76,9 





Wir sehen einen zunehmenden Sauerstoffverbrauch mit 
steigendem Cyankaligehalt. Die GréBe des Sauerstoffverbrauchs 
erreicht bei einer Konzentration von 2,32°/,, den Sauerstoff- 
verbrauch des Tyrosin-Zelltriimmer-Cyankali-Systems und deckt 
sich von hier ab mit letzterem. Man muB also annehmen, daB 
die bei der Beeinflussung der Tyrosin-Zelltriimmer-Oxydation 
durch Cyankali gefundene Kurve (vgl. Kurve IV und V) die Re- 
sultante darstellt aus dem zunehmend gehemmten Sauerstoff- 
verbrauch der Tyrosinverbrennung und dem zunehmend ge- 
steigerten Verbrauch fiir die Cyankali-Oxydation. Kurve IV 
gibt den Sauerstoffverbrauch an Zelltriimmern und Tierkohle- 
suspension, sowie von Giénseerythrocyten bei wechselnden 


1) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 119, S. 134 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 17 
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0,-Verbrauch in 3 Stunden in mm® 0, 


04-Verbrauch in 3 Stunden in mm® 0, 
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Cyankalikonzentrationen in 3 Stunden wieder, Kurve V den 
Sauerstoffverbrauch von Cyankali in verschiedenen Mengen- 
verhiltnissen an Zelltriimmern und Tierkohlesuspension. 


4, Versuche an Tierkohle. 


Eine Nachpriifung des eben beschriebenen Verhaltens des 
Cyankali an Tierkohle fiihrt zu entsprechenden Ergebnissen. 
Kine 2°/,ige Tierkohlesuspension in 0,3°/,, iger ‘T'yrosinlésung 
wurde mit Cyankali in steigenden Konzentrationen beobachtet. 


Tabelle IV. 





0,02 g Tierkohle 


9 


9 


System 


1,0 Tyrosin 3 








°/oof 1,0 Pufferlésung 
Pu 7,1 
1,0KON 0,116 °/,, 
1,0 ,, 0,232 ,, 
1,0 ,, 0,464 ,, 
1,0 ,, 0,928 ,, 
ie. te. 
1,0 ,, 3,712 ,, 





KCN- 
Konzen- 
tration 


~~ 
al 


0,058 9/9, 
0,116 ,, 
0,232 ,, 
0,464 ,, 


O,-Verbrauch 
in emm nach 


[1S8t.| 2 St. /3St. 


| 
4 
26,1) 44,4/69,6 





10,8} 14,1/28,7 
6,6 13,3)22,2 
12,3) 17,8/25,8 
17,0. 32,6/40,7 





0,928 ,, |20,4 40,7/52,1 








1,856 ,, |69,2 133,7) — 


Zur Kontrolle priiften wir das Verhalten der einzelnen 
Cyankali-Konzentrationen an 2°/, iger Tierkohle allein: 


Tabelle V. 








0,02 g Tierkohle 


) 





System 


3¢ 


*9 


1,0 aq. dest. 








KCN- | 
| Konzen- | 
tration 


1,0KCN0,116°%,,]0,058°/,o) 4,7 6,8] 9,5 
1,0 ,, 0,282 ,, J0,116 | 6,3) 84/124 
1,0 ,, 0,464 ,, [0,232 ,, | 13,0) 12,5 11,6 
1,0 ,, 0,928 ,, ]0,464 ,,] 12,9) 19,9 |24,5 
1,0 ,, 1,856 ,, |0,928 ,, | 18,6 | 23,9 |26,4 
1,0 ,, 2,45 ,, [1,225 ,,] 24,6) 49,7) — 
Lo: 5 42 . OSS « 
1,0 ” 9,8 ” 4,9 ”? 
1,0 ,, 19,6 ,, 19,8  ,, {188,9 283.5) — 





.0,-Verbrauch 
in emm nach 


1 St. | 2 St. [3St. 


47,9; — | — 
99,5 |147,2 | — 
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5. Versuche an roten Gianseblutzellen. 

Die Ergebnisse an Tierkohle und Zelltriimmern veranlaBten 
uns, auch an intakten roten Blutkérperchen die Beeinflussung 
der Atmung durch verschiedene KCN-Konzentrationen zu unter- 
suchen. Nachdem wir Ginseblut dreimal mit Ringerlésung 
gewaschen hatten, schwemmten wir die Blutkérperchen in einer 
dem Ausgangsvolumen des Blutes entsprechenden Menge Ringer- 
lésung auf, welche mit Phosphatgemisch auf p,, 7,3 geputiert 
war und fanden fiir ihren Sauerstoffverbrauch bei Zusatz von 
verschiedenen Cyankalikonzentrationen folgende Werte: 


Tabelle VL. 











KCN- O,-Verbrauch in mm? 
System Konzen- nach 
tration | 1 Std. | 2 Std.|2 Std, 
1,0 Blutkérperchen] 1,0 Ringer 0 32,5 | 49,6 | 64,5 
‘ 1,0 KON 0,232°/oof 0,116%o9 | 17,1 | 21,4 | 25,5 
° 1,0 ,, 0,464,,| 0,282 ,, 6,0 | 9,8 | 114 
‘ 10 ., 0,696,,| 0,348, | 11,9 | 16,4 | 20,8 
1,0 ., 0,928,,| 0,464,, | 20,6 | 282 | 33,4 
1,0 , 0,892,,] 0,696 ,, | 22,0 | 302 | 35,9 
“ 1,0 ,, 0,856,, 0,928 ,, 23,7 | 30,8 | 38,5 
7 10 ,, 232 ,,| 1,16 , | 248 | 39,0 | 46,2 
Z 10 ,, 348 | 1,74 ,, | 38,7 | 55,5 | 67,0 
s 10 , 4,64 ,] 282 , | 392 © 65,2 | 14,2 
m ‘6 , 0% ct. WE « 43,4 | 80,9 | 111,0 











Auch hier fanden wir die gleiche Form der Hemmungskurve 
(siehe Kurve LV), nur lag der Tiefpunkt des Sauerstoffverbrauchs erst 
bei einer Cyankalikonzentration von 0,232°/,,, also bei héherem 
Cyankaligehalt als an Zelltriimmern und Tierkohle. Dieser Unter- 
schied wird verstindlich durch die folgenden Untersuchungen. 


6. Bestimmung des Eisengehalts. 
Wir bestimmten den Eisengehalt nach Neumann?) und 
fanden in 100 mg Tierkohle 0,14 mg Eisen. In 20 mg Tier- 





1) EK. Abderhalden, Handbuch d. biochemischen Arbeitsmethoden 
Bd. 1, 8. 413. Urban u. Schwarzenberg, Berlin u. Wien 1910. 
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kohle, der Menge, welche in den einzelnen OxydationsgefaBen 
war, befand sich also 0,028 mg Eisen. 1 ccm Zelltriimmer- 
emulsion enthielt 0,031 mg Eisen und 1 ccm Blutkérperchen- 
aufschwemmung 0,74 mg Eisen, davon entfallt bei den Erythro- 
cyten der weitaus gréBte Teil auf den Blutfarbstoff und kommt 
fiir die Blausiurehemmung wohl nicht in Betracht. 


7. Messung der Zyankaliverbrennung. 


Nun galt es zu untersuchen, ob tatsiichlich das Cyankali ver- 
brannt wurde. Wir bestimmten also den Gehalt vor und nach der 
Kinwirkung auf Tierkohle durch Titration nach Volhard. Da es 
méglich war, daB die Verbrennung nur bis zur Entstehung von 
Cyanaterfolgte, andererseits mit der V olhardschen Methode dieses 
stets zusammen mit dem Cyanid bestimmt wird, wandten wir eine 
Methode an, mit der man Cyanat neben Cyanid nachweisen kann. 


Wir verfuhren nach den Angaben von Victor.') Seine Methode 
beruht darauf, daB das Silbercyanat im Gegensatz zum Silbereyanid in 
verdiinnter Salpetersiure léslich ist. Man fiillte zwei gleiche Portionen 
der zu untersuchenden Substanz mit einer abgemessenen Menge n/10- 
Silbernitratlésung und behandelte den einen der entstandenen Nieder- 
schlige mit verdiinnter Salpetersiure. Nachdem man die Niederschlige 
beider Proben abfiltriert hatte, bestimmte man im Filtrat, nach den 
Angaben Volhards, das iiberschiissige Silbernitrat mit n/J0 Rhodanat- 
lésung. Aus der Differenz beider Bestimmungen erhielt man die fiir 
Cyanid allein verbrauchte Menge n/10 Silbernitratlésung und konnte 
somit auch den Gehalt von Cyanat berechnen. Es konnte jedoch in 
keinem Falle Cyanat neben Cyanid nachgewiesen werden. 

50 cem einer mit Essigsiure neutralisierten 1,98°/,,igen Cyankali- 
lisung wurden mit 1 g Tierkohle 5 Minuten lang geschiittelt, darauf 
10 Minuten zentrifugiert. Von der iiberstehenden Fliissigkeit wurde 
1 cem abgehoben und nach V olhard titriert; wir fanden 1,91 °/,, Cyankali; 
also betriigt die Adsorption des Cyankali an Tierkohle nur 3,5%,). Nun 
wurde das GefaiB 7 Stunden lang im Schiittelapparat geschiittelt, zentrifugiert 
und 1 cem nach Victor titriert. Sowohl Kaliumcyanid als auch Kalium- 
cyanat konnten nicht mehr nachgewiesen werden, es war restlos verbrannt. 


8. Versuche an Froschmuskulatur. 


Die Beobachtung, daB die Hemmung der Verbrennung 
durch Cyankali einen bestimmten Grad niemals tiberschreitet, 





') E. Victor, Zs. analyt. Chem. Bd. 40, 8. 462 (1910). 
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und daB ein Maximum bei niedrigerer Konzentration erreicht 
wird, wurde auch von Lipschitz und Gottschalk?) in Ver- 
suchen an Froschmuskulatur gemacht. Sie fanden eine zwei- 
phasige Hemmungskurve und begriindeten auf diese Erscheinung 
die Theorie, daB durch Cyankali der der Atmung zugrunde 
liegende OxydationsprozeB bei niedrigem Cyankaligehalt ge. 
hemmt wiirde und bei zunehmender Konzentration aber 
an Stelle des Atmungsvorgangs dann eine girungsférmige Dehy- 
drierung erfolge. Nach unseren Versuchen an Tierkohle, Zell- 
trimmern und Erythrocyten ist es wahrscheinlich, daB auch 
die von Lipschitz und Gottschalk gefundene Cyankali- 
Hemmungskurve durch die Cyankaliverbrennung bedingt wird. 
Wir untersuchten daher die Beeinflussung der Sauerstofi- 
atmung an nach den Angaben von Lipschitz und Gottschalk 
gewonnener Froschmuskulatur durch verschiedene Cyankali- 
konzentrationen, ferner den Sauerstoffverbrauch von gewaschener, 
nicht mehr spontan atmender Froschmuskulatur bei Zusatz von 
Cyankali, und endlich bestimmten wir die Abnahme des Cyankali- 
gehalts beim Schiitteln von Froschmuskulatur mit Cyankali. Die 
folgende Tabelle gibt den Sauerstoffverbrauch der Froschmus- 
kulatur mit verschiedenen Cyankalikonzentrationen wieder: 


Tabelle VIL. 














KCN- O,- Verbrauch in mm‘ 
System Konzen- nach 
tration 1 Std. | 21/, Std. 
2,0 Muskulatur | 1,0 Ringerlésung 0 23,4 48,7 
A 1,0 KON 0,06% 9] 0,02 %/o 6,4 18,6 
e 10 ., 024,47 0,08 ,, 10,3 19,5 
“ 10 ., 0,495,,] 0,165,, 13,7 21,4 
_ io... 08.1 om. 15,5 37,2 
: 1s ~. 4) we. 29,3 45,6 








Sie zeigt eine maximale Hemmung des Sauerstoffverbrauchs 
bei einer Blausiurekonzentration von 0,6°/,, mit starkem An- 
stieg desselben bei héherem Blausauregehalt. Auch an aus- 
gewaschener Froschmuskulatur verbrennt Cyankali, wobei der 





1) W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Pfliigers Arch. Bd. 191, S. 1 
(1921). 
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Sauerstofiverbrauch mit steigendem Cyankaligehalt wichst, wie 


aus Tabell VIII hervorgeht. 
Tabelle VIII. 














KCN- O,-Verbrauch in mm? 
System Konzen- nach 
tration 1 Std. 2 Std. 
2,0 gewaschene 
Muskulatur 1,0 aq. dest 0 0,2 0 
1,0 KCN 0,06%,,| 0,02 %s. 9,0 13,3 
‘ io... Get os. 5,7 14,7 
x 10 ,, 0,24 ,, | 0,08 ,, 7,0 16,8 
| 1,0 ,, 0,495, | 0,16 ,, 18,6 22.9 
. oe. oe. 25,4 31,6 
. 10 ., 1,98, | 0,66 ,, 43.4 55,2 














SchlieBlich maBen wir quantitativ die Verbrennung des Cyankali 
an Froschmuskulatur. 20 g Muskulatur wurden mit 50 cem auf py 7,2 
gepufterter Ringerlésung 5 Minuten geschiittelt, zentrifugiert und 1 cem 
nach Volhard titriert; es wurde 1,31 ecm 1/10 normal Silbernitrat- 
lésung und zwar von den Chloriden der Lésung verbraucht. Diese 
Menge war also von der spiiter zu findenden abzuziehen, um die wirk- 
liche Cyankalimenge zu finden. Wir fiigten nun 2,5 cem einer Cyankali- 
lésung hinzu, deren Gehalt titrimetrisch auf 3,9°/, festgestellt war, 
schiittelten es gut durch und zentrifugierten. 1 ccm davon verbrauchte 
jetzt 1,63 cem 1/10 normal Silbernitratlésung, also fiir Cyankali allein 
1,63—1,31 = 0,32 1/10 normal Silbernitratlésung; d. h. es waren 2,112°/,° 
Cyankali am Anfang des Versuchs in der Lésung. Nun wurde das GefiB 
13 Stunden lang im Thermostat bei 36,5° unter Luftzufuhr geschiittelt, 
danach zentrifugiert und 1 ccm titriert. Es wurden 1,42 cem 1/10 normal 
Silbernitratlésung verbraucht, also fiir Cyankali allein 1,42—1,31=0,11 ccm 
1/10 normal Silbernitratlésung. Umgerechnet ergibt sich 0,726 °/), Cyankali. 

Am Schlusse des Versuchs waren also nur noch 34,4°/, 
der Ausgangsmenge Cyankali ibrig, 65,6°/, waren verbrannt. 

Nach diesen Feststellungen miissen wir demnach an Stelle 
der von Lipschitz und Gottschalk fir die Hemmungskurve 
der Atmung durch Cyankali gegebenen Deutung die auch von 
uns beobachtete zweiphasige Kurve als die Resultante der ab- 
nehmenden Oxydation des Brennmaterials und der zunehmenden 
Verbrennung der Blausiure ansehen. 
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Zur Pharmakologie der Zellatmung. 
III. Mitteilung. 


Die Abhangigkeit der Zellatmung von der Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Von 
Ph. Ellinger und M. Landsberger. 


Mit 2 Kurven im Text. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1922.) 


I. 


Die ersten Beobachtungen iiber den EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Zellfunktion stammten von 
Herbst?) und J. Loeb.’) Sie stellten fest, daB eine bestimmte 
Alkalescenz der Nihrlésung nétig ist, um in befruchteten See- 
igeleiern die Furchung anzuregen. Warburg’) ging dazu iiber, 
den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit in Zellen zu untersuchen. Er fand 
innerhalb eines weiten Bereichs eine Abnahme derselben mit 
zunehmender Siuerung. Wihrend sich seine Versuche auf 
Strongylocentrotuseier erstreckten, kamen J. Loeb und Wa- 
steneys‘) bei Arbaciaeiern und Mac Clendon und Mitchell) 
bei Seeigeleiern zu den gleichen Ergebnissen. 





1) C. Herbst, Archiv f. Entwicklungsmechanik Bd. 7, 8. 486 u. 
Bd. 17, S. 385 (1908). 

2) J. Loeb, Archiv f. Entwicklungsmechanik Bd. 7, S. 631 uw. 
Pfliigers Arch. Bd. 103, 8. 503 (1904). 

8) O. Warburg, Diese Zs. Bd. 66, S. 305 (1910). 

4) J. Loeb u. H. Wasteneys, Biochem. Zs. Bd. 37, S. 410 (1911). 

5) Mac Clendon u. Mitchell, Jl. of Bioi. Chem. Bd. 10, S. 459 
(1912). 





Zur Pharmakologie der Zellatmung. 265 


Warburg versuchte, diese Kinwirkung der Hydroxylionen 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit niher zu analysieren. Die 
einfachste Erklirung, da& der Ablauf der Verbrennung durch 
das alkalische Milieu beschleunigt wiirde, glaubte er ablehnen 
zu miissen. Denn er hielt es nach den Arbeiten Overtons!) 
fiir unwahrscheinlich, daB die Hydroxylionen in das Zellinnere 
eindringen und glaubte fiir das Strongylocentrotusei den Beweis 
hierfiir erbracht zu haben. Er ging dabei so vor, daB er die 
Kier mit einem ins Zellinnere eindringenden als Indicator 
dienenden Farbstoff, dem Neutralrot, farbte. In alkalischer 
Liésung zeigt Neutralrot gelbe, in saurer rote Farbe. Brachte 
er nun die gefirbten Kier in alkalische Salzlésung, so blieben 
sie trotz stark gesteigerter Atmung rot. Wenn das Milieu 
statt durch Alkali durch Ammoniak, das schnell in die Zelle 
eindringt, alkalisch gemacht wurde, so trat ein sofortiger Um- 
schlag der Hifarbe ins Gelbe ein; ebenso bei Zerstérung der 
Grenzschicht. Den Einwand, daf schon sehr wenige ins Zell- 
innere eindringende OH-lonen geniigen, um die Atmung zu 
steigern, glaubte er durch den Versuch zu entkriften, daB die 
Oxydation von mit Ammoniak gegen Neutralrot alkalischen 
Kiern nur um 10°/, mehr Sauerstoff verbrauchte als solche in 
normalem Seewasser, die gegen Neutralrot sauer reagierten. 
Da die durch Ammoniak gesetzte Verinderung reversibel war, 
hielt er die Eier fiir nicht geschidigt. Von den fiir die Er- 
scheinung noch in Frage kommenden zwei Ursachen, einer 
Reaktion der OH-Ionen mit der ,,Plasmahaut“ oder einer Wir- 
kung lediglich durch Anwesenheit in der umspiilenden Fliissig- 
keit schlieBt er die erstere aus auf Grund der folgenden 
Loebschen Beobachtungen. Wiahrend die Atmungssteigerung 
durch Hydroxylionen nur bei Sauerstoffanwesenheit statthat, ist 
eine Verinderung der Plasmahaut auch ohne Sauerstoff méglich. 
Er sah die Wirkung der Hydroxylionen auf die Oxydations- 
geschwindigkeit daher lediglich als Folge der Veriinderung der 
Umspiilungsfliissigkeit an in dem Sinne, da8 durch sie der physi- 
kalische oder chemische Zustand der Plasmahaut als des einzigen 





1) Overton, Pfliigers Arch. Bd. 92, S. 115 (1902) u. Bd. 105, 8. 176 
(1904). 
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mit der AuBenfliissigkeit in Beriihrung stehenden Teils des Kis, 
der Angriffspunkt der Wasserstoffionenverinderung sein miisse, 
Die Warburgschen Versuche lassen aber noch eine 
andere Deutung zu. Im Zellinnern befinden sich in Form der 
als Brennmaterial dienenden Aminosiiuren amphotere Elek- 
trolyte, die starke Puffer darstellen. Beim langsamen Hin- 
dringen von Hydroxylionen wird zwar die Wasserstoffionen- 
konzentration nicht oder nur langsam geiindert, die Farbe des 
Neutralrots bleibt also bestehen. Dagegen werden die Amino- 
siuren bei der Ausiibung ihrer Pufferfunktion in der COOH- 
Gruppe dissoziiert und dann vielleicht leichter verbrannt. Bei 
der Sprengung der Grenzschicht mischt sich der Zellinhalt 
schnell mit der in groBem UberschuB8 vorhandenen Umspiilungs- 
fliissigkeit. Die Puffer des Zellinnern werden dann schnell 
erschépft, und die Farbe des Neutralrots mu8 umschlagen. 
Der Ammoniakversuch Warburgs kann auch anders gedeutet 
werden. Aus den Feststellungen Grafes!) wei® man, dab 
Ammoniak sich in dem Zellinnern anreichert, so daB die 
Alkaleszenz in der Zelle sofort die des Milieus betrachtlich 
iibersteigt.” Die geringe Steigerung der Oxydationsgeschwindig- 
keit in der durch Ammoniak gegen Neutralrot alkalischen Zelle 
kénnte darauf zuriickzufiithren sein, daB neben der férdernden 
Wirkung vermehrter Hydroxylionen schon die atmungshemmende 
Wirkung des Ammoniaks eine Rolle spielt. Eine irreversible 
Schidigung braucht dabei noch nicht in Erscheinung zu treten. 
Diese Erwigungen sowie die Méglichkeit, daB die Kizellen 
eine Sonderstellung in ihrem Verhalten gegeniiber der Umspiilungs- 
fliissigkeit einnehmen, haben uns veranlaBt, an Hand der uns zur 
Verfiigung stehenden Modelle erneut die Frage zu untersuchen: 
Wie wirkt eine Verinderung der Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Zellatmung, und auf welche 
Faktoren sind etwaige Verinderungen zu beziehen? 
Als Untersuchungsmaterial haben wir uns Ginseerythro- 
cyten gewihlt, denn sie liefern die einfachsten physikalischen 
und physiologischen Bedingungen. Sie kénnen im Gegensatz 
zu Organzellen, bei denen die Liésung aus dem Zellverband 





') Eduard Grafe, Diese Zs. Bd. 79, S. 421 (1912). 
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Verainderungen hervorruft, intakt zur Untersuchung gebracht 
werden. Sie sind nicht wie diese und wie Hier, die einen Teil 
der bei der Verbrennung entstehenden Energie zur Teilung 
benutzen, physiologisch zur Leistung von mechanischer Arbeit 
bestimmt, sondern sie setzen, wie Meyerhof!) nachgewiesen 
hat, die gesamte beim VerbrennungsprozeB entstehende Energie 
in Warme um. Daneben haben wir die Verbrennung von 
Tyrosin an ierkohle und Zelltrimmern unter dem EinfluB 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration untersucht. 


Wie kann nun eine Einwirkung der verinderten Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Oxydationsgeschwindigkeit in 
Zellen zustande kommen? Der Angriffspunkt kann in den 
Brennorten oder im Brennmaterial liegen, und bei den 
ersteren kann eine Beeinflussung der Adsorptionsriume oder 
der EHisenkatalyse vorliegen. Geht die Verainderung am 
Adsorptionsort vor sich, so kann entweder die Adsorptions- 
fahigkeit einen Wechsel erfahren oder aber der Quellungs- 
zustand der Struktur und damit verbunden die Oberfliichen- 
gréBe und die Diffusionsgeschwindigkeit. Die Eisenkatalyse 
kénnte in dem Sinne beeinfluBt werden, daB die Geschwindig- 
keit der Sauerstoffaktivierung geindert wiirde. Im Gegen- 
satz zu diesen physiko-chemischen Kingriffen kénnten aber auf 
seiten des Brennmaterials rein chemische Abwandlungen 
vor sich gehen; es ware denkbar, daB der Wechsel der Wasser- 
stoffionenkonzentration lediglich eine verianderte Oxydations- 
fihigkeit bedingte, etwa in dem Sinne der Versuche von 
Mathews und Walker’), die fanden, da8 Cystein im alkalischen 
Milieu spontan oxydiert wird, wahrend es sich bei saurer 
Reaktion dem Luftsauerstoff gegeniiber stabil erweist. 


Wir untersuchten zuniichst die Atmungsgeschwindig- 
keit von mit Ringerlésung gewaschenen Ginseerythrocyten 
in einem Milieu, das durch Phosphatpufferung auf Wasser- 
stoffionenkonzentrationen zwischen p, 8,25 und p,, 5,45 
gebracht war. Es waren dies die Grenzen von Alkalescenz- 





1) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 146, S. 159 (1912). 
2) Mathews u. Walker, Jl. of Biol. Chem. Bd. 6, S. 21 (1909). 
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und Sauregrad, der gerade ohne sichtbare Schidigung ertragen 
wurde. Bei Uberschreiten dieser Grenzen trat sofort Himolyse 
auf. Es ergab sich, wie aus Kurve 1 ersichtlich, zwischen 
Wasserstofizahlen von p,, 8,25 bis p, 5,8 eine annihernd 
lineare Abnahme der Oxydationsgeschwindigkeit mit 
abnehmender Alkalescenz. Bei p,, 5,8 im Milieu erfolgte 
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Kurve 1. 


ein steiler Abfall der Atmung, was wohl auf eine Schidigung 
der Zellstruktur zuriickzufiihren war. 

Nun herrschte aber im Zellinnern nicht die Wasserstofi- 
ionenkonzentration, die die Umspiilungsfliissigkeit vor der 


Mischung zu eigen hatte, sondern es erfolgte ein Austausch der 
Hydroxyl- und Wasserstoffionen zwischen Zellinnern 
und Milieu, was durch die Messung der Wasserstoffzahl nach 
der Mischung zum Ausdruck kam. Ob die Ursache fiir diese 
Erscheinung in einem Eindringen der entsprechenden Jonen in 
die Zelle oder in einer Auswanderung der entgegengesetzten 
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aus dem Zellinnern bestand, war nicht zu entscheiden. Es 
gelang durch zahlreiche Waschungen sowohl mit alkalischen 
wie auch mit sauren Pufferlésungen schlieBlich die Pufferung 
des Zellinhalts zu erschépfen; die Pufferung gegen Alkali war 
schwerer zu itiberwinden als die gegen Siure. Die so er- 
schépften Zellen nahmen dann jeweils schnell die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Milieus an, wenn diese zwischen 
der Wasserstoffzahl des Serums und derjenigen der Puffer- 
losung lag, mit welcher die Erschépfung vorgenommen war. 
An den erschépften Blutkérperchen kam die Verinde- 
rung der Oxydationsgeschwindigkeit bei Variation der 
Wasserstoffzahl in viel stirkerem MaSe zum Ausdruck. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit von Tyrosin an 
Tierkohle bei wechselnden Wasserstoffzahlen bot ein aihn- 
liches Bild (vgl. Kurve 1). Zwischen p,, 8,25 und p, 4,55 
fand eine starke Abnahme des Sauerstoffverbrauchs mit 
abnehmender Alkalescenz statt, doch verlief die Kurve 
nicht linear, sondern wies das gréBte Gefalle zwischen p, 6,7 
und p,, 6,3 auf. An Zelltriimmern zeigte die Abhangigkeit 
der Verbrennungsgeschwindigkeit des Tyrosins von der 
Wasserstoffionenkonzentration ein etwas anderes Bild 
(vgl. Kurve I): Hier lag das Maximum des Sauerstoffverbrauchs 
in der Gegend des Neutralpunktes und fiel nach beiden 
Seiten hin ab. 

Zur Analyse der Erscheinung untersuchten wir zunachst 
an Tierkohle die Quellung und die Adsorption von 
Tyrosin und fanden, daf eine Voluminderung (vgl. Kurve 2) 
bei Variation der Wasserstoffzahl nur in sehr geringem MaBe 
mit einem flachen Minimum bei p, 6,7 auftrat, daB die Ad- 
sorption des Tyrosins aber mit zunehmender Siuerung in 
geringem MaSe zunimmt, die in der Verbrennungskurve 
zum Ausdruck kommende Erscheinung also abschwichen muBte 
(Kurve il). Von Seiten des Adsorptionsraums ist also eine 
Beeinflussung der Verbrennungsgeschwindigkeit nicht 
zu erklaren. 

Um die Beziehungen zur EHisenkatalyse zu_ kliaren, 
untersuchten wir die Abhingigkeit der Verbrennungs- 
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geschwindigkeit anderer Substanzen, zum Teil von Sauren, 
zum Teil indifferenter Substanzen an Tierkohle bei wech- 
selnder Wasserstoffzahl. Auf die Oxydation van Acet- 
aldehyd und Anilin war die Variation der Wasserstoff- 
ionenkonzentration ohne EKinflu8, der Sauerstoffverbrauch von 
Fumarsaure nahm jedoch ebenso wie die von T'yrosin bei 
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zunehmender Alkaleszenz zu. Es bleibt also als ein- 
zige Deutungsmoglichkeit die stairkere Oxydations- 
fahigkeit des Brennmaterials in alkalischem Milieu 
bestehen. 

Die gleichen Untersuchungen an Zelltriimmern zeigten 
eine betrichtliche Zunahme des Quellungszustandes bei 
zunehmender Siuerung (vgl. Kurve 2), wihrend die Ad- 
sorption von Tyrosin nicht wesentlich schwankte, jedoch um 
die Gegend des Neutralpunkts ein Minimum zeigte. Auf diese 
Erscheinungen muB8 die abweichende Form der Verbrennungs- 
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kurve des Tyrosins an den Zelltriimmern bei wechselnder 
Wasserstofizahl zuriickgefiihrt werden. Auf der alkalischen 
Seite wirkt die geringe Quellung hemmend, die gréBere Ad- 
sorption und die stirkere Oxydationsfihigkeit steigernd auf die 
Oxydationsgeschwindigkeit. Im saueren Milieu wird die Ver- 
brennungsgeschwindigkeit durch den stirkeren Quellungszustand 
gefoérdert, ebenso durch die gréBere Adsorption, wihrend sie 
durch die geringere AufschlieBbarkeit herabgedriickt wird. 

Wie kommt nun die Kurve der Atmungsgeschwindig- 
keit roter Blutkérperchen bei wechselnder Wasserstoff- 
zahl zustande? Durch die langsam ins Zellinnere ein- 
dringenden Hydroxyl- oder Wasserstoffionen wird die 
Wasserstoffionenkonzentration in der Zelle infolge der 
starken Pufferung fast nicht beeinfluBt. Der Quellungs- 
zustand und die Adsorptionsfaihigkeit der Adsorptions- 
riume bleibt also unverindert. Auf die Kisenkatalyse 
ist der Acidititsgrad ohnehin ohne EinfluB. Dagegen 
wirddas Brennmaterial, daszugleichals Puffersubstanz 
dient, bei der Ausiibung dieser Funktion entweder in 
der COOH- oder in der NH,-Gruppe dissoziiert und so 
in einen Zustand gréBerer oder geringerer Oxydations- 
fihigkeit gebracht. Wir sehen also, daB der Angriffs- 
punktfirdieVerinderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei der Atmung der Ganseerythrocyten ledig- 
lich im Brennmaterial zu suchen ist. 


II. Experimenteller Teil. 


A. Messung des Sauerstoffverbrauchs. 
1. Methodik. 


Die Messung des Sauerstoffverbrauchs wurde in Barcroftschen 
Manometern in der von Warburg und Negelein’) angegebenen Ver- 
besserung vorgenommen. Die OxydationsgefiSe hatten einen Inhalt von 
25—30 cem. Die zur Untersuchung kommende Fliissigkeitsmenge be- 
trug 2—3 ccm, im Innengefi8 befand sich jeweils 0,5 ecm n/1-Natron- 
lauge zum Abfangen der Kohlensiiure. Die Thermostatentemperatur 
bei den einzelnen Versuchen schwankte zwischen 38 und 40°, war aber 





1) O. Warburg u. KI. Negelein, Biochem. Zs. Bd. 110, 8. 66 (1920). 
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wihrend der Dauer des Einzelversuchs auf etwa 0,2° konstant. Die Be- 
rechnung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte nach den Angaben Siebecks') 
nach der Formel 
si a ‘ 

10000 (1 + @ 2) 

Die Versuchsreihen wurden wiederholt; der Raumersparnis wegen 
wird nur stets ein Protokoll angegeben. Zur Pufferung benutzten wir 
Phosphatgemische. Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration cr. 
folgte nach der vereinfachten Indicatorenmethode von Michaelis.?) 





Vv 


2. Versuche an Blutkérperchen. 


Die zur Untersuchung kommenden Blutkérperchen wurden in der 
von Ellinger*) beschriebene Weise aus spritzenden Ginsefliigelvenen 
steril entnommen. Nach dem Schlagen und Kolieren und nach der Ent- 
fernung des Serums wurden sie dreimal mit Ringerlisung gewaschen 
und zum Ausgangsvolumen aufgefiillt. Als Milieufliissigkeit diente uns 
Ringerlésung, die mit Phosphatgemisch gepuffert war. Die Pufferkon- 
zentration in der Gesamtmenge war 1/200 normal. 


Tabelle I zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle L. 




















a O,-Verbrauch in 

System emm nach 
Blutkérperchen | gepuff. Ringer Py 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 

| 

1 cem | 1 cem 8,25 52,4 | 89,8 | 128,5 
os | be oe 7,7 54,0 | 81,1 | 116,5 
— | A. 7,3 54,0 | 80,0 | 112,0 
i « ) b“ 7,05 | 40,2*| 65,0*) 90,0* 
_ | t ws 6,6 40,8 | 68,2 | 94,3 
i<. | _ 6,1 29,6*| 52,6*! 77,4 
a | he nas 5,75 38,0 | 57,9 | 83,0 
- riz 5,45 20,6 | 38,3 | 51,2 

















Die mit * bezeichneten Werte sind aus iuBeren Griinden, die in 
der Versuchsanordnung lagen, zu niedrig. 
Wir fanden also zwischen p,, 8,25 und 5,75 eine annihernd 


lineare Herabsetzung der Oxydationsgeschwindigkeit mit ab- 





1) R. Siebeck in Abderhaldens Hdb. der Biochem. Arbeitsmethoden 
Bd. 8, §. 31. Urban u. Schwarzenberg, Berlin u. Wien (1915). 

2) L. Michaelis, Dtsch. med. Wochenschr, 1921, S. 465. 

’) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 119, 8, 11 (1922). 
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nehmender Alkalescenz. Der Abfall der Atmung nahm zwischen 
Py 0,75 und 5,45 stark zu. Die Uberschreitung der gewahlten 
Grenzen nach der alkalischen und sauren Seite hatte eine 
Schidigung der Erythocyten zur Folge, die sich durch Austritt 
des Farbstoffs geltend machte. 

Um festzustellen, ob das System die Wasserstoffzahl der 
zugesetzten Pufferlésung angenommen hatte, wurden die Blut- 
zellen abzentrifugiert und der Wasserstoffionengehalt der AuBen- 
flissigkeit nach der Mischung gemessen. Dabei stellte es sich 
heraus, daB sowohl die sauren wie die alkalischen Lésungen 
stark abgeschwicht waren und nahe an der Wasserstoffzahl 
des Serums von 7,25 lagen. Die folgende Tabelle ergibt eine 
Ubersicht iiber diese Veriinderung. 


Tabelle II. 








Vor der Mischung | Nach der Mischung 
a a 

5,5 6,7 

6,7 7,0 

7,15 7,25 





Nun galt es nachzuweisen, ob ein Gleichgewicht zu er- 
reichen war; wir behandelten daher gewaschene Blutkérperchen 
mit Pufferlésungen von p,, 5,5, 6,7 und 7,75. Durch wieder- 
holtes Waschen gelang es uns, die Wasserstoffzahl des Systems 
auf 5,65, 6,75 und 7,7 zu bringen, Uber die nach den ein- 
zelnen Waschungen gefundenen Werte gibt Tabelle III Auskuntft. 


Tabelle III. 















































Waschung 

Puffer- la | nach | nach 
lésung | 1. | 2. | 3. | 4. [5 Std.} 5. | 6. | 7. | 8 {13 Std.| 9. 

| Stehen | | | _ |Stehen 

| | t 

Py] 3:5 16,7 | 6,5 | 6,25 5,95) 6,1 | 5,8 | 5,65] 5,65 5,55 5,7 | 6,65 
x 6, 7,0 | 6,9 6,85 6,80| 6,8 | 6,8 | 6,7 6,7 | — | 6,7 |6,75 
» | 7,75 17,25] 7,8 | 7,5 7,55) 7,25 | 7,5 | 7,55] 7,40] 7,55] 7,35 | 7,7 


Aus ihr geht hervor, daB die Resistenz der Zellpufier 
gegen eine Verainderung der Wasserstoffionenkonzentration nach 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIII. 
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der alkalischen Seite betrichtlich gréBer ist, als nach dey 
sauren. Die so erschépften Blutzellen nahmen die Wasser- 
stoffionenkonzentration einer zugesetzten Pufferlésung, deren 
Wasserstoffionenzahl zwischen dem Endwert und p, 7,25 lag, 
unmittelbar an. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit der erschépften Blutzellen 
bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 














Blutkérperchen- . O,-Verbrauch in 2 cmm 
emulsion H eee 
1 Std. 2 Std. 
2 cem 1,7 31,4 84.5 
2 6,75 28,4 49,9 
. 4 5,5 10,0 15,6 











Sie zeigt eine betrichtlich stirkere Abhingigkeit des 
Sauerstoffverbrauchs von der Wasserstoffionenkonzentration als 
die der nicht erschépften Erythrocyten. Die Kurve verliuft 
erheblich steiler. 


3. Versuche an Tierkohle. 


Wir untersuchten nun, wie sich die verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen gegeniiber dem Sauerstoffverbrauch 
von Tyrosin am Tierkohlenmodell verhielten. Dazu wurde 
eine 2°/, ige Suspension von Tierkohle in heibgesattigter 3°/,, iger 





























Tabelle V. 

System O,.-Verbrauch in cmm nach 
Tyrosin- Puffer- : 
tierkohle lésung Py 1 Std. | 2 Std. | 3 Std. 
1 ccm 1 ccm 8,25 40,2 77,5 95,1 
Ll. ee 7,4 32,5 63,2 78,0 
a _ 7,05 28,2 63,9 73,5 
i “ae 6,7 30,5 49,8 65,0 
_— ee 6,3 18,7 28,0 36,7 
o. _ 5,9 18,6 25,6 32,2 
= i. (= 12,9 | 245 | 29,6 
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Tyrosinlésung mit Pufferlésungen verschiedener Wasserstoftzahl 
zusammen gepriift. Die gleichen Verhiltnisse wie an den Blut- 
zellen fanden sich auch hier, wie die vorstehende Zusammen- 
stellung (‘T'abelle V) zeigt. 

Die Kurve verliuft zwischen p,, 8,25 und 6,7 annahernd 
linear, fallt dann nach 6,3 steil ab, um von dort bis zu p, 4,55 
wieder stark abzuflachen. 


Tabelle VI. 












































System 
scene : DE Tee Oe ee 0,-Verbrauch in 
Gesiittigte 2° | Puffer- | emm nach 1 Std. 
Anilinlésung| Tierkohle | lésung | Pu 
1 cem 1 ecm | 1 ccm | 8,15 93,1 
1, | 1, ” | 7,25 86,0 
oo , Fy | | %1 94,0 
i. Pe | | 6,75 96,0 
= i tee n | 6,35 97,0 
1 ,; Vas | ” | 6,05 80,9 
a i, _ | 5B 85,2 
Tabelle VIL. 
System : 
alienate, aaa 3 O,-Verbrauchinemin 
Acetaldehyd | Tierkohle Puffer- | nach 1 Std. 
10°, 2°/5 lésung | Py 
1 ccm | 1 com 1 ccm | 8,05 256,0 
= : ba | . ws | 7,25 276,0 
bw» | *% | - % | 6,85 237,0 
c—. aoe ae a 268,0 
Tabelle VIIL. 
System 
secant —______— | O,-Verbrauchinemm 
Fumarsiure | Tierkohle Puffer- nach 1 Std. 
1%, 2°, lésun Pu 
1 cem 1 ccm teem | 81 15,3 
1 , 1 , -— 7,3 10,1 
1 y 1 ,, | 1 ,, 6,4 9,4 
a t. +0 ee 5,45 7,4 
18* 















































276 Ph. Ellinger und M. Landsberger, 


— 


Neben Aminosauren untersuchten wir die Verbrennungs- 
geschwindigkeit von Anilin, Acetaldehyd und Fumarsiure an 
Tierkohle bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 
Tabellen VI, VII und VIII geben iiber diese Versuche Auskuntft. 

Wiahrend die Oxydationsgeschwindigkeit der Fumarsiure 
die gleiche Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
des Milieus aufweist wie die des Tvrosins, bleibt eine Ver- 
anderung der Wasserstofizahl auf die Verbrennungsgeschwindig- 
keit von Acetaldehyd und Anilin ohne EinfluB; die in beiden 
Fallen gefundenen Differenzen sind Ablesefehler, die bei der 
auBerordentlich groBen Oxydationsgeschwindigkeit nicht zu ver- 
meiden waren. Kin Gang kommt nicht zum Ausdruck. 


4. Versuche an Zelltriimmern. 


In analoger Weise wurde an Zelltriimmern, die nach den 
Angaben Ellingers’) dargestellt waren, der Sauerstofiverbrauch 
von 3°/,,iger Tyrosinlésung bei wechselnder Wasserstoffzahl 
gemessen. Die Zelltriimmer waren in Ringerlésung, die zu 
1/200 normal mit Phosphatgemisch gepuffert war, aufgeschwemnt. 
Die Ergebnisse zeigt T'abelle IX. 


Tabelle IX. 























System O,-Verbrauch in emm nach 
| a. | Py | 1Stde. | 2Stdn. | 24/, Stdn. 
1 cem 1 cem | 8,15 20,6 | 44,4 55,9 
t« oe 7,75 28.4 | 46,0 62,1 
_ on | 7,25 26,5 | 51,0 | 63,5 
re om | 30,5 | 47,6 71,4 
Rs cag Bs 6,7 228 | 41,4 66,8 
. = 6,1 229 | 87,2 63,0 
i -= 5,75 233 | 27,9 62,0 
i a 5,5 143 | 26,6 46,0 











Die Oxydationsgeschwindigkeit steigt von p,, 8,15 bis zum 
Neutralpunkt allmahlich an, erreicht dort ein flaches Maximum 





1) Ph. Ellinger a. a. O. 
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und fallt bis p,, 5,75 langsam und von da nach p, 5,5 
schnell ab. 


B. Messung des Quellungszustandes. 


Um dem unterschiedlichen Verhalten der Verbrennungsgeschwin- 
digkeit an lyophilen und lyophoben Oxydationsorten niher zu kommen, 
priften wir in folgenden Versuchen die Quellungsverhiltnisse von Blut- 
zellen, Zelltriimmern und Tierkohle bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen. Wir nahmen die Untersuchung so vor, da wir das zu 
priifende Material in geniigender Verdiinnung mit verschiedenen Puffer- 
lésungen in Nisslschen Réhrchen schiittelten, 10 Minuten stehen lieBen, 
dann bis zur Konstanz zentrifugierten und das Volumen des abzentri- 
fugierten Sediments an der Kubikmillimeter-Einteilung der Réhrchen 
ablasen. 


1 ceom 5fach verdiinnter Blutkérperchenaufschwemmung 
ergab folgende Resultate: 


Tabelle X. 














— Volumen nach dem 
Blutkérperchen | Gepuff. Ringer | Pry entrifugieren 
-om | 2 ccm | 8,25 0,042 cem 
Me 2 | 7,80 0,047 ,, 
1 ” 2 ” | 6,60 0,051 i 
a ie | 5,75 0,051 ,, 








Ks findet aiso eine Quellung in saurer Lésung statt. 
Noch deutlicher zeigen die Zelltriimmer dieses Verhalten, wie 
Tabelle XI zeigt. 


Tabelle XI. 

















System Volumen nach dem 
a — — ee es dict ante baan tom — _ 7 . ie ~ 
Zelltriimmer Pufferlésung Py ean 
1 cem 2 cem 8,10 0,080 ecm 
eo 2 ,, 7,25 0,090 ,, 
ae . 6,70 0,095. ,, 
oe ‘. 5,80 0,110 ,, 
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An der Tierkohle waren die Vera’nderungen geringer. Das 
Volumen war bei p, 6,7 am kleinsten und nahm nach beiden 
Seiten hin zu: 


Tabelle XII. 











System Volumen nach dem 
Tierkohle 4°/, | Pufferlésung | Pu a 
1 cem 1 ccm 7,75 0,110 cem 
“oe Fs 7,10 0,100 ,. 
ita ic 6,70 0,095 ,, 
eas t 6,35 0,100 ,, 











C. Bestimmung der Adsorptionsfahigkeit. 


SchlieBlich wurde die Adsorption von Tyrosin an Tierkohle und 
Zelltriimmern bei verschiedener Wasserstoffzahl gemessen. Wir setzten 
zu einer Tyrosinlésung von bekanntem Gehalt Tierkohle und Phosphat- 
gemische von verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen hinzu, 
schiittelten eine Zeitlang um, zentrifugierten die Tierkohle ab und be- 
stimmten in der oben stehenden Fliissigkeit den Tyrosingehalt. Dieser 
wurde nach der Methode von Weiss und Ssobolew!) colorimetrisch 
bestimmt. Sie beruht auf einer Farbreaktion, die Tyrosin bei der Diazo- 
tierung mit Diazobenzolsulfosiiure in sodaalkalischer Lisung liefert. Die 
Werte bei den Zelltriimmern kénnen nur vergleichsweise beurteilt werden, 
da die Zelltriimmer mit Diazobenzolsulfosiure selbst eine Farbreaktion 
geben. Tabelle XIII und XIV zeigen die gefundenen Werte. 


Tabelle XIII. 














System Tyrosinendgehalt | Adsorbierte 
ee A ee in °/, der Menge 
—— Tyrosin | Pufferlésung| Py | Ausgangslésung in °/, 

1 cem 2 cem 1 ccm 8,25 15,24 84,76 
hic | ts rs 7,35 15,24 84,76 
i 5 ae 6,35 15,04 84,96 
ing © ss ae 5,65 13,70 86,30 

















1) M. Weiss u. N. Ssobolew, Biochem. Zs. Bd. 58, S. 119 (1913). 
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System 





Zelltriimmer 





Tyrosin | Pufferlésung 


Pr 


Tyrosingehalt in 
Willkiireinheiten 








1 ecm | 1 eem 


i. 1 
1 aE 
ae > 


1 cem 
1 

1 

1 ,, 





8,1 
7,3 
6,35 


5,45 





354 
342 
330 
372 


Bei der Tierkohle nimmt die adsorbierte Menge bei zu- 
nehmender Siuerung um ein geringes zu, bei den Zelltriimmern 
liegt das Maximum der Adsorption bei p, 6,35 und nimmt 
nach beiden Seiten hin ab. Auch hier liegen die gréBten Ab- 


weichungen unter 10°/,. 
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Neve Verbindungen von Diaminen. 


If. Mitteilung. 


Von 
Peter Bergell. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, August 1922.) 


In der ersten Mitteilung wurde die Synthese von zwei 
Verbindungen beschrieben, in denen ein halogeniertes Fett- 
sdureradikal mit einem aliphatischen Diamin verkniipft war. 
Es handelte sich um das Dibrompropionylpentamethylendiamin 
und das Dibromisocapronylpentamethylendiamin. 

Nachfolgend beschreibe ich zunachst die Darstellung von 
entsprechenden Derivaten des Stammkérpers der Reihe. Ks 
wurden gewonnen Dichloracetylathylendiamin und Dibrom- 
propionylaithylendiamin, deren Analyse befriedigte. Das Di- 
$-naphtalinsulfoathylendiamin wird beschrieben. 

Die Ausbeuten der ersten Synthesen lieBen sich etwas 
verbessern. 

Es wurde darauf die Amidierung des Dibrompropionyl- 
pentamethylendiamins und des Dibrompropionylathylendiamins 
studiert. Dieselbe l48t sich bei der ersteren Verbindung relativ 
leicht und vollstindig mit alkoholisch-waiBrigem Ammoniak 
durchfihren. Sie mit wiBrigem Ammoniak allein durch- 
zufiihren, gelang bisher nicht. Beim Athylendiaminderivat ver- 
lief der Vorgang langsamer und unvollstindiger. Die aus 
beiden Substanzen entstehenden Produkte sind zweifellos Ge- 
mische. Es gelang weder ein schwerlésliches £-Naphtalinsulfo- 
derivat iiberhaupt zu gewinnen, noch entstehende Benzoylkérper 
zur Krystallisation zu bringen. Dagegen wurde nach der 
Amidierung von Dibrompropionylpentamethylendiamin bei der 
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Behandlung der ammoniakfreien, gereinigten Lisung mit Brom- 
propionylbromid eine Verbindnng krystallin erhalten, die nach 
ihrem Brom- und Stickstoffgehalt zweifellos ein Derivat der 
héheren Reihe ist. Védllig rein war der erhaltene Koérper 
sichtlich noch nicht. Es kann daher nur gesagt werden, dab 
der synthetische Versuch der Eréffnung einer Reihe, die aus 
Monoaminoséuren und einem Diamin besteht, gelungen zu sein 
scheint. Fir den Beweis ist auBer der vollstindigen Analyse 
auch die Aufspaltung und Identifizierung der Spaltungsprodukte 
notwendig. Auch ist zu untersuchen, welche wichtigste Neben- 
reaktionen ablaufen. 

Fiir diese Untersuchungen kénnen wir die Erfahrungen 
auf dem Gebiete der vor 15 Jahren von mir erschlossenen 
Diglycylimidreihe') heranziehea. Auch hier gehen wir von 
aminosdurehaltigen Ketten aus, die zwei endstandige primire 
Amingruppen aufweisen. Wir sehen nun hier, da8 das Di- 
glycylimid NH,-CH,-CO—NH—OC.CH,-NH, nur mit einem 
Acylrest sich vereinigt. Seine Konstitution steht anscheinend 
sicher und kann eine Verwechslung mit dem isomeren Biamid 
der Iminoessigsiure kaum in Frage kommen, denn das Mono- 
benzoylderivat gibt bei der Spaltung fast quantitativ Hippur- 
siure und ein Molekiil Ammoniak neben Glykokoll. Daher 
ist auch die Konstitution des Monochloracetyldiglycylimids 
gesichert.”) Natronlauge laBt aus Diglycylimid Iminoessigsiure’) 
entstehen, gegen schwache Alkalien in der Kalte ist die Base 
bestandiger. Der Chloracetylkérper lift nun bei der Amidierung 
einen RingschluB eintreten. Dem entstehenden Kérper ist 
nach weiterer Priifung der Eigenschaften die Konstitution 


CH, -CO—NH-CH,-CO—NH—0OC-CH,NH , 
| | 


also eines Neunringes als wahrscheinlich zuzuschreiben. 








1) Peter Bergell, Verbindungen von Aminosiiuren und Ammoniak, 
diese Zs. Bd. 51, H. 3. 

*) Peter Bergell und Johannes Feigl, II. Mitteilung, diese Zs. 
Bd. 54, H. 4. 


3) Peter Bergell und Johannes Feig!, II. Mitteilung, diese Zs. 


Bd. 55, H. 2. 
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Wir miissen also gegebenenfalls damit rechnen, dai 
Ketten mit endstindigen primiren Aminogruppen, die ein oder 
mehrere —CO—NH-Gruppen enthalten, erstens die Bildung von 
Monoacylderivaten bevorzugen und zweitens zur Bildung von 
Ringen von besonderer Spannweite unter bestimmten Be- 
dingungen neigen. Der Nachweis der Iminoessigsiure oder ihrer 
Homologen gibt hier fiir den letzteren Vorgang Aufklirung. 

Fiir die neuen Verbindungen von Diaminen scheinen nun 
insofern giinstige Verhiltnisse vorzuliegen, als wir schnell in 
vielgliedrige Ketten mit endstandigen primaren Aminogruppen 
hinaufkommen. Wir kénnen daher einmal untersuchen, ob 
noch Neigung zur Bildung von Ringen von noch gréBerer 
Gliederzahl, als bisher bekannte Verbindungen zeigen, vor- 
handen ist. Es wire ja nicht ausgeschlossen, daB die Kiweib- 
stoffe Ringe von bisher ungeahnter Spannweite enthalten. 

LaBt sich dagegen, wenn auch nur in der Pentamethylen- 
diaminreihe, die Kette laufend verlingern, so haben wir die 
Erscheinung, daB an ein urspriinglich basisches Zentrum neu- 
trale Aminosiuren angereiht werden, wobei die basische 
Funktion beim Aufbau vom Zentrum an die Fliigel riickt, 
wodurch vollig neue Eigenschaften auftreten. 

Weitere Schliisse diirfen wir vorerst nicht ziehen und 
wollen fernliegendere Aufgaben nicht stellen. Fir die Be- 
antwortung der aufgestellten Fragen ergibt sich die Methodik 
aus der Kombination der Erfahrungen in dieser Reihe und 
der Diglycylimidreihe, was hier vorweggenommen werden sollte. 
Auf die Diskussion der Konstitutionsformeln beider Reihen 
behalte ich mir vor, noch zuriickzukommen, da einige Fragen 
noch ungeklart sind. 


Experimenteller Teil. 


Dibrompropionylathylendiamin. 


Br-CH—CO—NH.-CH, CH, -NH—OC-CH—Br 


| | 
CH, CH, 


Die Reaktion wurde mit dem freien Diamin im Uberschul 
durchgefihrt. 
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3,9 ¢ Athylendiamin werden in 25 com Wasser von 12° 
gelést und 10g a@-Brompropionylbromid in kleinen Portionen 
unter Schiittela und Kiihlen zugefiigt. Der neue Bromkérper 
scheidet sich bald weiB und fest ab. Die Reaktion ist nicht 
stiirmisch, laBt sich unter 20° durchfiihren. Der Niederschlag 
ist krystallin und erfillt breiartig die Masse, Am SchluB ist 
die Reaktion noch alkalisch. In ungefahr 1 Stunde wurde die 
Synthese durchgefiihrt. Es wurde sofort abgesaugt und an 
der Luft getrocknet. Der rein weiBe Niederschlag betrug 4,2 g. 
Er ist noch sichtlich unrein. Er wird in 40 ccm heifen 
Alkohols gelést, filtriert, mit 10 ccm heiBen Alkohols nach- 
gewaschen. Aus dem Filtrat krystallisiert die Substanz in 
weiBen glitzernden Krystallen von 1—2 mm Linge. Nach noch- 
maligem Umkrystallisieren betrug die Substanz 1,5 g = etwa 
20°/, der Theorie, 

Beim Erhitzen im Capillarréhrchen schmilzt die Substanz 
scharf bei 203° (unkorr.) zu einem hellen Ol. 


Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. Die Substanz ist krystallwasserfrei. 


C,H,,0.N,Br,. Mol. 330. 
0,1629 g Substanz gaben 0,1743 g CO, und 0,0659 g H,0. 
0,1624 g " » 12,1 cem N (22°; 758 mm). 
0,1601 g 0,1826 g BaSO,- 


Ber. 29,099 C 4,249, H 842% N 48,48°/, Br 
Gef. 29,18 ,, 449 , 85 4, 48,78 


Bei Wiederholungen wurde die Ausbeute wesentlich ver- 
bessert. Zum SchluB arbeitete ich folgendermaBen: 3 g Athylen- 
diamin werden in 30 ccm Eiswasser verrihrt. Die Fliissigkeit 
bleibt triibe, oder homogen. Es wird Brompropionylbromid 
in méglichst kleinen Mengen zugefiigt. Nach Verbrauch von 
3—4g Bromid wird portionsweise N-NaOH eiskalt zugefiigt, 
so daB stets ein starker AlkaliiiberschuB vorhanden ist. Im 
ganzen werden 50 ccm N-NaOH zugefiigt. 


An Bromid wurden etwa 12 g angewandt, also weniger 
als nach der Theorie dem Amin entsprach. Die Ausbeute war 
demnach auf Bromid zu berechnen. Die Abscheidung war 
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schneeweiB; es wurde abgesogen, mit Wasser und Alkohol ge- 
waschen und sofort aus etwa 80 ccm 90°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert. Der schén krystallisierte Niederschlag betrug 
= 2,87 g = etwa 35°/, der Theorie. 


Dichloracetylathylendiamin. 
Cl-CH,-CO—NH-CH,-CH,-NH—OC-CH.CI, 


3g freies Athylendiamin werden in 25 ccm eiskalten 
Wassers gelést und Chloracetylchlorid in kleinen Portionen 
unter Schiitteln zugefiigt. Nach Verbrauch von kaum 2 ¢ 
Chlorid wird eiskalte Normalnatronlauge und weiter Chlorid 
und Lauge wechselweise portionsweise zugefiigt, wobei die 
Reaktion stets alkalisch gehalten wird. Angewandt werden 
10 g Chioracetylchlorid und 80 ccm Normalnatronlauge. Ks 
scheidet sich bei dieser Operation ziemlich bald ein weiBer 
fester Niederschlag ab. Seine Krystallisationskraft ist sichtlich 
gréBer als die des Dibrompropionylithylendiamins. Er wird 
abgesogen, mit Wasser gewaschen und sofort aus ziemlich viel 
heiBem Alkohol zweimal, einmal mit wenig Tierkohle um- 
krystallisiert. Die neue Verbindung krystallisiert in ganz 
langen rechteckigen und rhombischen Tafeln, die zu Sternen 
sich lagern. Die Ausbeute an reiner Substanz ist trotz der 
Schwerléslichkeit gering, es wurden etwa 1,5 g erhalten. 


Im Capillarréhrchen erhitzt, schmilzt die Verbindung 
scharf bei 171—172° (unkorr.). 


Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. Krystallwasser wurde nicht festgestellt. 


C,H,,O,N,Cl,. Mol. 212. 
0,1547 g Substanz gaben 17,6 ccm Stickstoff (18°; 752 mm). 
0,1542 g - ‘ 0,1912 g CO, und 0,0663 g H,0O. 
Ber. 33,80/, C 4,69 °/, H 13,14 9, N 
Gef. 33,82 9 4,81 - 12,936 


Die Chloranalyse ergab infolge eines Fehlers einen etwas 
abweichenden Wert. 
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Di-8-Naphtalinsulfoithylendiamin. 
C,,.H,SO,—NH-CH,CH, -NH—O,SH,C,, . 
Das Chlorid wurde zunichst mit der freien Base reagiert. 
0,88 g Athylendiamin in 100 com Wasser wurden mit 4 g 
j-Naphtalinsulfochlorid in 30 ccm Ather geschiittelt. Nach 
wenigen Minuten scheidet sich ein fester, weiBlichgrauer, un- 
deutlich mikrokrystalliner Kérper ab. Die Abscheidung scheint 
bald beendet. Zum Schlu8 wird starke KOH zugefiigt und 
weiter geschiittelt, wobei sich der Niederschlag noch etwas 
vermehrt. Er wird abgesogen und an der Luft getrocknet. 
Die graue feste Substanz betrigt 1,05 g. Sie wird mit 40 ccm 
Alkohol ausgekocht, wobei sich sichtlich wenig lést. Es wird 
abgesogen. Der ungeléste Teil betrug 0,9 g. Er besteht aus 
Krystallblittchen und Schuppen. Das Filtrat wird mit Wasser 
gefallt, es fallt ein geringer Niederschlag, der ein Filzwerk 
feiner Nidelchen darstellt und kaum 0,1 g betrigt. 
Die Hauptmenge diente zur Analyse. Sie ist krystall- 
wasserfrel. 


C,.H,,0,S,N,. Mol. 440. 
0,1583 g Substanz gaben 8,0 ccm N (21°; 758 mm). 
0,1607 g m . nach Carius 0,1655 g BaSQ,. 
Ber. 6,36°/) N Ber. 14,54°/, S 
Gef. 59 ., Gef. 13,97 ,, 


Zur Synthese 
des Di-brompropionylpentamethylendiamins. 
Br-CH-(CH,)- CO—NH-(CH,),-OC-CH-(CH,)-Br. 

5 g Pentamethylendiamin werden in 30 ccm eiskalten 
Wassers gelést. Es wird in kleinen Mengen Brompropionyl- 
bromid zugefiigt. Auch bei kraftigem Schiitteln wird nur ein 
Teil des entstehenden Niederschlages flockig und fest. Der 
gréBere Teil bleibt halbfest, klebend am Boden, leicht rotlich 
gefirbt. EXs werden portionsweise 10 g Bromid und 50 ccm 
eiskalte N-NaOH zugefiigt. Es ist stets darauf zu achten, daf 
die Reaktion alkalisch genug ist, da sonst die Ausbeute wesent- 
lich sinkt. Man sieht bald, daB das Schiitteln nicht geniigt, 
die teigartige Fallung durchzuarbeiten. Wird der Niederschlag 
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aber in der Reibschale schnell und kriftig verrieben, wird er 
sofort fest. Auf diese Weise ist das erhaltene Rohprodukt 
weit reiner als friiher und wesentlich heller. EKinmaliges Um- 
krystallisieren aus Alkohol geniigt. Nach Verarbeitung von 
10 g Bromid bei 50 com N-NaOH wurde abgesaugt, das 
Filtrat dann nochmals mit 50 com N-NaOH und 6 g Bromid 
verarbeitet. Es schied sich noch reichlicher Niederschlag ab, 
der wiederum verrieben werden muBte. Das Gesamtprodukt 
wurde aus 40 ccm 90°/, igen Alkohols unter Verwendung von 
wenig Tierkohle umkrystallisiert. Erhalten an reiner Sub- 
stanz = 4,8 g. ! 

Das Dibrompropionylpentamethylendiamin ist immerhin 
wesentlich empfindlicher als das Dibrompropionylaithylendiamin 
und seine Synthese subtiler. Die Ausbeute war in diesem 
Falle hoher. 


f-Naphtalinsulfopentamethylendiamin 
nach verschiedenen Darstellungsmethoden. 
C,,H,S0,—NH-(CH,),-NH-0,SH,¢,, . 

I. Pentamethylendiamin und f-Naphtalinsulfochlorid, beide 
in alkoholischer Lisung, werden vereinigt. Diese Mengen waren 
so gewihlt, daB die Base im UberschuB war, so daB auch 
nach Beendigung der Reaktion die Fliissigkeit alkalisch 
reagierte. Die kalt vereinigten Lésungen bleiben klar. Es 
wird 2 Minuten gesiedet. Beim Abkihlen krystallisiert beim 
Reiben mit dem Glasstab ein krystalliner Kérper aus. Der- 
selbe wird abgesogen und getrocknet. Im Capillarréhrchen 
erhitzt, schmilzt er bei 147° und zeigt alle Eigenschaften des 
in der ersten Mitteilung beschriebenen Dinaphtalinsulfopenta- 
methylendiamins. 

Zum Vergleich wurde nochmals die friihere Darstellung 
wiederholt. 

II. 1,0 g Pentamethylendiamin in 30 ccm Wasser und 
3 g Naphtalinsulfochlorid in 25 com Ather werden geschiittelt. 
Nach wenigen Minuten scheidet sich ein Niederschlag aus. Es 
wird NaOH zugefiigt und noch ?/, Stunde geschiittelt. Der 
zwischen den Fliissigkeiten schwebende Niederschlag ist zu- 
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nichst halbfest. Am andern Tage ist er erstarrt und wird 
wie bei der ersten Darstellung verarbeitet. Ausbeute 1,1 g. 


Amidierungen der Halogenkérper. 

2,1 g Dibrompropionylathylendiamin werden in 40 ccm 
90°/,igem Alkohol heiB gelést, 10 g 25°/, iges Ammoniak zu- 
gefiigt und im ganz gelinden Sieden erhalten. Nach 10 Minuten 
werden noch 10 ccm NH, zugefiigt. Es wird 11/, Stunde 
digeriert. Darauf wird bei niedriger Wirme auf etwa 20 ccm 
eingeengt und erkalten gelassen. Auskrystallisierende Substanz 
= 0,9 g wird abgesogen. Filtrat wird auf 0° abgekihlt; mit 
NaHCO, im Uberschu8 und Benzoylchlorid behandelt. Es 
scheidet sich ein flockiger Kérper aus. Nach Beendigung der 
Reaktion wird abgesogen, in heiBem Alkohol geldést, etwas 
N-NaOH zugefiigt, filtriert und in viel Wasser gegossen. Es 
scheidet sich ein helles Ol ab, das nach zwei Tagen nicht 
fest wird. Es wird nochmals umgelist, das erhaltene Ol 
wurde jedoch nicht fest. 

Die gleiche Reaktion wurde mit 1,0 g wiederholt und 
darauf mit Natronlauge und Naphtalinsulfochlorid nach ge- 
wohnten Prinzipien reagiert. Ein schwerlésliches Produkt 
wurde nicht erhalten, auch nicht beim Ansaiuern. Beim Ami- 
dieren von Dibrompropionylpentamethylendiamin wird weniger 
unveraindertes Ausgangsmaterial erhalten. Es wurden mit je 
1,5 g Parallelversuche durchgefiihrt mit analogem Resultat wie 
beim Dibrompropionylathylendiamin. 

Von 1,5 g Dibrompropiony]pentamethylendiamin mit der 
20fachen Menge waBrigen Ammoniaks bei gewéhnlicher Tem- 
peratur und zeitweisem Erwarmen auf 30° wurde nach acht 
Tagen noch iiber die Hialfte an unverindertem Bromkérper 
zuriickerhalten. 

Ks wurden auch, wie verstandlich, Versuche angestellt 
nach der Amidierung der Halogenkérper und Abscheidung des 
nicht amidierten Teiles das entstandene Produkt direkt zu 
isolieren. Die alkoholisch-waBrige Lésung wird bei gewéhn- 
licher Temperatur vom Alkohol und der Hauptmenge Ammoniak 
befreit und darauf bei gelinder Temperatur zur Trockne ge- 
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bracht. Der Riickstand ist mit Ausnahme einiger Krystalle 
Ausgangsmaterial spielend in Wasser léslich, auch leicht léslich 
in Alkohol, das Brom reagiert direkt mit AgNO,, die Fliissig- 
keit reagiert fast neutral, Bromammon scheint nur in geringer 
Menge vorhanden zu sein. Bei langerem Stehen wird die 
Substanz undeutlich krystallin. Bei Verarbeitung gréBerer 
Mengen scheint es daher méglich zu sein, auch die Brom. 
hydrate der neuen Basen direkt zu fassen. 


Di-brompropionyldialanylpentamethylendiamin. 
Br-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH, CH,-CH, CH, CH, NH-OC-CH-NH-OC-CH. br 
CH, CH, CH, CH 

2 g Dibrompropionylpentamethylendiamin werden in 15 ccm 
25 °/, igen waBrigen Ammoniaks -- 40 ccm Alkohol in der 
Warme amidiert und darauf die Lésung noch einige Tage 
stehen gelassen. Alkohol und Ammoniak werden bei gewohn- 
licher Temperatur vertrieben. An wasserunléslichem Ausgangs- 
material werden nur 0,2—0,3 g zuriickerhalten. Die wiBrige 
Loésung wird bei gelinder Wirme verdampft und der Riick- 
stand nach eintiigigem Stehen in 20 ccm kaltem Wasser auf- 
genommen und sofort nach bekannter Weise mit «-Brom- 
propionylbromid und Natronlauge unter guter Kihlung zur 
Reaktion gebracht. Es scheidet sich bald ein halbfester 
Niederschlag ab, der sich sichtlich anders verhilt als das Di- 
brompropionylpentamethylendiamin. Er wird abgesogen und 
wird nun mehrmals aus Alkohol in verschiedenen Konzen- 
trationen umkrystallisiert. Hierbei zeigt sich, daB die Substanz 
sowohl in starkem wie in sehr verdiinntem Alkohol, besonders 
in der Warme, wesentlich leichter léslich ist als Dibrom- 
propionylpentamethylendiamin. Auch ist es nétig, die Ver- 
bindung stets sehr langsam wieder aus dem Lésungsmittel 
herauskommen zu lassen. SchlieBlich wurde an mikroskopisch 
immerhin rein krystalliner Substanz 0,32 g erhalten. Im 
Capillarréhrchen erhitzt, sintert sie bei 169° und ist bei 180° 
vollig geschmolzen. 

Zur Analyse wurde sie im Vakuum iiber Schwefelsiure 
getrocknet. 
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0,1111 g Substanz gaben 0,0805 g BrAg. 


0,0786 g ‘é » 8,5 ecem N (22°; 750 mm), 
C,,H,,0,N,Br;. Mol. 514. 
Ber. Brom = 31,12°/, Stickstoff = 10,9°/, 
Gei. » = 80,8 - = 11,9 


Trotz der zu viel gefundenen Menge Stickstoff ist es wahr- 
scheinlich, da8 Dibrompropionyldialanylpentamethylendiamin 
vorliegt, da die sonst in Frage kommenden Verbindungen ge- 
rade in der Halogen- und Stickstoffanalyse sehr weit abweichen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol. Chemie. CXXIII. 19 
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Uber einige Extraktivstoffe des menschlichen Skelettmuskels. 
Von 


R. Engeland und W. Biehler. 
(Der Redaktion zugegangen am 26, August 1922.) 


Wahrend itiber die Extraktivstoffe verschiedener Saugetiere 
und zahlreicher niederer Tiere Untersuchungen vorliegen, sind 
die Extraktivstoffe der menschlichen Muskulatur merkwiirdiger- 
weise bislang noch nicht der Gegenstand einer entsprechenden 
Bearbeitung gewesen. Wir haben daher, um diese Liicke 
wenigstens teilweise auszufiillen, mit Hilfe der von F. Kutscher 
ausgearbeiteten Methode den wiaBrigen Extrakt einer gréBeren 
Quantitat menschlicher Skelettmuskulatur untersucht und haben 
namentlich den Basen der sog. Lysinfraktion besondere Auf- 
merksamkeit gewidmet. In zwei Versuchen wurden annahernd 
gleiche Resultate erreicht. Einmal wurde dabei genau nach 
F. Kutschers Vorschrift gearbeitet, ein zweites Mal wandten 
wir mit gutem Erfolg eine Modifikation derselben an, wodurch 
die zweite Phosphorwolframfallung iiberfliissig wird.') 

Aus den verschiedenen Silberfallungen haben wir bislang 
nur das Carnosin isoliert, wir fanden diese Substanz jedoch 
merkwiirdigerweise vorwiegend in der Argininfraktion. 

In der Lysinfraktion fanden wir Carnitin C,H,,NOg, 
Neosin C,H,,NO,, Myokynin C,,H,,N,O,, und eine noch un- 
bekannte Substanz, welcher wir den Namen Mirgelin bei- 
legen wollen’), und der die Bruttoformel C,,H,,N,O, zukommen 
diirfte. 





1) Wir wollen dariiber an anderer Stelle ausfiihrlich berichten nnd 
daher hier nicht néher darauf eingehen. 
4) Siehe SchluB der Abhandlung. 
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Die Muskeln entstammten frischen Leichen von Personen, 
die einem gewaltsamen Tode zum Opfer gefallen waren, und 
zwar wurden immer Stiicke der Oberschenkelmuskulatur ver- 
wandt, die von Bindegewebe und Fett méglichst befreit und 
dann-in ein groBes Quantum kochendes Wasser gebracht 
wurden. Danach wurden die Stiicke auf einer Maschine zer- 
kleinert und im gleichen Wasser nochmals extrahiert. Die 
wiBrigen Extrakte wurden gesammelt und mit Ather kon- 
serviert. Nach Vertreiben des Athers wurde dann mit Blei- 
essig ausgefallt, von der Fiallung abgesaugt und das Filtrat 
mit H,SO, vom Blei befreit. Vom Bleisulfat wurde abgesaugt, 
das Filtrat auf etwa 1,65 Liter (aus etwa 151/, kg Muskulatur) 
im Vakuum eingeengt. Dann wurden mittels H,S die letzten 
Reste vom Blei entfernt und das Filtrat des PbS, nach An- 
siuern mit H,SO,, mit 50°/, Phosphorwolframsaure ausgefillt. 
Verbraucht wurden auf die gegebene Menge 1,45 kg des 
Reagens. 

Die oben erwaihnten Basen der Lysinfraktion wurden zu- 
nichst mittels gesattigter Sublimatlésung (alkoholisch) ab- 
getrennt, wodurch dieselben als schwerlésliche Hg(l,-Ver- 
bindungen ausfallen. Der Niederschlag wurde mit alkoholischer 
HgCl,-Lésung gewaschen, in heiBem Wasser gelést und mittels 


H,S das Quecksilber entfernt. Die Lisung der Chloride wurde — 


im Vakuum konzentriert und durch Aufnehmen mit absolutem 
Alkohol vom ausgeschiedenen KCl befreit. Der gréBere Teil 
des Carnitins wurde nun als Platinat des Athylesters ab- 
geschieden und zwar wurde zu diesem Zweck die absolut- 
alkoholische Lésung der Chloride mit Salzsiuregas gesittigt 
und dann mit 20°/, alkoholischer Platinchloridlésung aus- 
cefallt. 

Die Platinchloridfallung wurde mit heiBem Wasser auf- 
genommen, wobei etwas Kaliumplatinat ungelést zuriickblieb, 
und mittels H,S wurde das Chlorid hergestellt, das zur Ana- 
lyse in das Chloraurat verwandelt wurde, von dem aus dann 
iiber das Chlorid wieder das Platinat des Athylesters ge- 
wonnen wurde, das wie das Chloraurat zur Analyse gebracht 
wurde: 
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0,0754 g Substanz gaben 0,0188 g Pt. 


0,09235¢ _,, , 0,0230¢ ,, 
Fir (C,H,,NO,C,H,),PtCl, 
Ber. Pt 24,76 %, Gef. Pt 24,93; 24,86 °/, 


18,064 mg Substanz gaben 7,105 mg Au. 
Fir C,H,;NO,AuCI, 
Ber. Au 39,35 °/, Gef. Au 39,34 %/, 

Der in stark saurer alkohol. Lésung durch Platinchlorid 
nicht faillbare Teil der Basen wurde nach Kinengen der Liésung 
im Vakuum mittels H,S vom Platin befreit und die Chloride 
in die Chloraurate verwandelt. Durch Umkrystallisieren der 
Aurate gelang die Trennung aber nur unvollkommen. Ks 
wurden also die Chloride bei saurer Reaktion mit gesittigter 
waBriger Quecksilberchloridlésung ausgefaillt. Der krystalli- 
nische Niederschlag wurde mit konz. waBr. Quecksilberlésung 
gewaschen, in verdiinnter Salzsiure gelést (bzw. aufgeschwemmt) 
und durch Einleiten von H,S vom Quecksilber befreit. Die 
eingeengten Chloride wurden mit 30°/, Goldchloridlésung in 
mehrere Fraktionen zerlegt, von denen aber nur die erste ein- 
heitlich war und aus Neosinaurat bestand. 


0,1117 g Substanz gaben 0,0482 g Au. 


5,103 mg _sée»,, » 2,190 mg Au. 
4,496mg » 9,909 mg CO, und 3,112 mg H,0. 
Fir C,H,,NOAuC), 
Ber. Au 48,13 °%/, Gef. Au 43,15; 42,92 %/, 
C 15,76 C 15,32 
H 3,53 H 3,31 


Den Schmelzpunkt des Neosinchloraurates fanden wir in 
Ubereinstimmung mit E. Berlin) bei 244—245°. Kutscher 
sowie Ackermann und Kutscher geben den Schmelzpunkt 
205° an. Wir glauben diesen Widerspruch insofern lésen zu 
kénnen, als wir bei wiederholten Versuchen beobachten konnten, 
daB das Salz schon unterhalb des eigentlichen Schmelzpunktes, 
der zugleich Zersetzungspunkt ist, zu sintern beginnt, und zwar 
konnte der Beginn des Sinterns ziemlich scharf bei 205° be- 
obachtet werden. 





1) Zs. Biol. Bd. 57, 8. 47 (1911). Hier die friihere Literatur. 
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Die iibrigen Fraktionen von Chlorauraten wurden wieder 
in die Chloride verwandelt, die in absolut alkoholischer Lésung 
mit 20°/, alkohol. Platinchloridlésung gefillt wurden. Die 
Fallung wurde mit absolutem Alkohol gewaschen und aus 
heiBem Wasser umkrystallisiert. Sie enthielt als Hauptbestand- 
teil das Chloroplatinat des von D. Ackermann im Extrakt 
vom Hundemuskel (spater auch vom Pferdemuskel) entdeckten 
Myokynins!), daneben noch Neosin und etwas Carnitin. Zur 
Analyse wurden die durch Krystallisation in mehrere Fraktionen 
zerlegten Chloroplatinate iiber die Chloride wieder in die Chlor- 
aurate verwandelt; wir geben hier die gefundenen Werte zu- 
nichst fiir Myokynin: 

12,901 mg Substanz gaben 5,447 mg Au. 


11,167 mg ‘ » 4,716 mg Au. 
15,649 mg ys » 6,604 mg Au. 
11,012 mg ‘ 5  0,3136 cem N bei ¢ = 15° und d= 721 mm. 
Fiir C,,H,.N,O,Au,Cl, 
Ber. Au 42,30, Gef. Au 42,22; 42,20; 42.309, 
N 3,01 N_ 8,20 


Die Mutterlauge der bei saurer Reaktion und ziemlich 
starker Verdiinnung erhaltenen Quecksilberchloridverbindungen 
wurde im Vakuum stark eingeengt und der Riickstand mit 
wiBriger Quecksilberchloridlésung ausgefallt. Die Fallung 
wurde genau wie die erste weiterverarbeitet und die gewonnenen 
Chloride, ganz wie zuvor geschildert, mit 20°/, alkohol. Platin- 
chloridlésung ausgefallt. Der Platinchloridniederschlag bestand 
bei dieser Fraktion vorwiegend aus dem Chloroplatinat des 
Carnitins, das wie oben beschrieben als Chloraurat zur Ana- 
lyse gebracht wurde. 

22.441 mg Subst. gaben 8,813 mg Au. 


23,032 mg __séoa, » 9,075 mg Au, 14,711 mg CO, u. 7,448 mg H,O. 
Fiir C,H,,NO,AuCl, 
Ber. Au 39,35 °/, Gef. Au 39,27; 39,40 °/, 
© 17,82 - C 17,42 
H 3,32 H 3,62 


Das Filtrat der Platinfallung enthielt in beiden HgCl,- 
Fallungen eine bisher noch nicht beschriebene Substanz, die 





1) Zs. Biol. Bd. 59, S. 483 (1912); Bd. 61, S. 373 (1913). 
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wir als Mirgelin bezeichnen wollen, und deren Zusammen- 
setzung die Formel C,,H,,N,O,AuCl, am besten geniigt. Die 
Reinigung ihres Chloraurates war sehr miihselig und verlust- 
reich. Namentlich gelang es nur sehr schwierig, die letzten 
Reste von Carnitinaurat zu entfernen. [hr Chloraurat krystalli- 
sierte schlieBlich in hellgelben Warzen und schied sich zuerst 
leicht als Ol ab. Wir lieben die Substanz immer aus einer 
stark verdiinnten Lisung, die freie Salzsiure und etwas HAuC), 
enthielt, ganz langsam bei gewodhnlicher Temperatur heraus- 
krystallisieren. 
3,243 mg Substanz gaben 1,123 mg Au. 


5,343 mg . 1,834 mg Au. 

5,590 mg 1,939 mg Au. 

4,037 mg 4,121 mg AgCl. 

9,952 mg 0,431 cem N; b = 751 mm; ¢ = 23°, 
4,586 mg ‘s 3,890 mg CO, und 1,630 mg H,0. 
3,586 mg ™ » 2,975 mg CO, ,, 1,835 mg H,O. 


6,070 mg - - 
Fiir C,,H,,;N,O,AuCl, 


5,170 mg CO, ,, 2,250 mg H,O. 


Ber Au 34,58 °/, Gef. Au 34,68; 34,33; 34,69 9/, 
Cl 24,87 Cl 25,25 
N 4,91 N 4,94 
C 28,16 C 23,14; 22,74; 23,23 
H 4,06 H 3,98; 4,19; 4,15 
Vorstehende Arbeit wurde teils im Laboratorium der 


II. Med. Klinik, Miinchen, teils im Privatlabor. Dr. Engeland 
ausgefiihrt. Eine Reihe der Elementaranalysen fihrte Herr 
cand. chem. F. Holtz-Wiirzburg, Physiologisches Institut, aus, 
wofiir wir ihm bestens danken. Herrn Geheimrat Borst und 


Prof. Merckel sind wir fiir Uberlassung von Ausgangsmaterial 
sehr zu Dank verpflichtet. 

Zum Schlusse haben wir noch in Dankbarkeit der ma- 
teriellen Unterstiitzung zu gedenken, mit der uns ein hoch- 
herziger Freund der Wissenschaft, Herr Studienrat Dr. H. Mirgel- 
Hagen i. W., in vorbildlicher Weise zu Hilfe kam. 
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